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Beitrag zur Kenntnis der Ascorbinsiiureoxydase. 
I. Mitteilung: 
Darstellung, Reinigung und Charakterisierung des Enzyms*. 





Von 
W. Diemair und K. Zerban. 
(Aus dem Universitats-Institut fir Nahrungsmittelchemie, Frankfurt a. M.) 







(Eingegangen am 8. Juli 1943.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 













Nach den bisher vorliegenden Mitteilungen in der Literatur sind 
unsere Kenntnisse tiber die von A. Szent-Gyérgyi (1) entdeckte Ascorbin- 
siureoxydase sehr liickenhaft. Die stark unterschiedlichen, ja bisweilen 
widersprechenden experimentellen Ergebnisse zwingen einerseits zu der 
Annahme verschiedener, jeweils an ein und dieselbe Pflanzenart ge- 
bundener Ascorbinsiureoxydasen, andererseits aber zur Ablehnung 
der Existenz eines ,,spezifischen‘‘ Ascorbinsiure-Oxydationsenzyms, An 
seine Stelle miiBte ein kompliziertes System biologischer Wirkstoffe 
gesetzt werden, das in seiner Zusammensetzung auf die jeweilige Pflanzen- 
art und ihr Entwicklungsstadium abgestimmt ist. 

Uberblickt man die Versuchsergebnisse kritisch, dann liegen die 
Griinde zu den widersprechenden Riickschliissen daran, daB bei den 
bisherigen Untersuchungen nur schlecht gereinigte Enzympriparate, 
und zwar Pflanzenrohsifte bzw. deren Ammonsulfat- oder Aceton- 
fillungen, angewandt wurden. Da aber der enzymatische Reaktions- 
ablauf mit vom Reinheitsgrad des Enzyms bestimmt wird, so muBten 
auf Grund der bisherigen Untersuchungen widersprechende Ergebnisse 
erzielt werden. 

Es war nun die Aufgabe der vorliegenden Arbeit, die direkte 
Oxydation der Ascorbinsiure dureh Ascorbinsiureoxydase zu studieren 
und damit die bisherigen Unklarheiten zu beseitigen. Unter Beriick- 
sichtigung der noch liickenhaften experimentellen Arbeiten sollte im 
folgenden versucht werden, fiir die Untersuchung der Ascorbinsiure- 
oxydase die analytischen Vorbedingungen zu vervollstandigen; hierzu 
war einmal die Darstellung von gereinigter Ascorbinsiureoxydase 
erforderlich. Damit war es dann méglich, die Abhingigkeit der enzymati- 
schen Wirkung vom Kupfergehalt des Enzyms genauer zu untersuchen. 
Weiterhin interessierte die Priifung der Oxydasewirkung in Abhiingig- 
keit von Zeit, Temperatur, Wasserstoffionenkonzentration, Hemm- 
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stoffen (NagS, KCN, CO u.a.); die hier beobachteten Verhiilt:jso 
waren richtunggebend fiir die Untersuchung der Enzymspezi(itit 
Daneben wurde die EinfluBnahme anderer neben Ascorbinsiiureox y (ise 
auftretender Oxydationsenzyme, die Verteilung von 1-Ascorbins:iure 
und Oxydationsenzymen in verschiedenen Pflanzen und Pflanzenteilen 
untersucht und schlieBlich Versuche zur enzymatischen Bestimmung 
der 1-Ascorbinsiiure durchgefiihrt. 


Versuchsteil, 


Ausgangsmaterial. Als Ausgangsmaterial dienten zur Isolieriung 
und Reinigung der Ascorbinsiureoxydase (AO.) die Friichte von 
Cucumis sativus L. (Gurke) und Cucurbita pepo L. (Kiirbis). 

In beiden Friichten ist das Enzym in so betrichtlicher Menge 
enthalten, daB das Gesamtoxydationsvermégen gegeniiber ]-Ascor|in. 
siiure von den in den PreBsiften ebenfalls vorhandenen, die indirekte 
Ascorbinsiiureoxydation katalysierenden Phenoloxydasen und er. 
oxydasen kaum merklich beeinfluBt wird. Der Enzymgehalt ist in 
beiden Friichten durchschnittlich nur wenig verschieden. Die Pre8sii{te 
sehr junger, etwa 20g schwerer Gurken zeigen fast stets eine stiirke 
oxydierende Wirkung als Kiirbisfriichte im gleichen Entwicklungs. 
stadium, wiihrend andererseits mittelgroBe, etwa 1 bis 2 kg schwere 
Kiirbisfriichte in der Fruchtschale meist gréBere Mengen an AO. ent- 
halten als Gurkenfriichte gleichen Gewichts. Wesentliche Unterschiede 
im Verhalten — die die Annahme zweier verschiedener Enzymsysteme 
rechtfertigen kénnten wurden in den Vorversuchen nicht gefunden, 
Es zeigte sich jedoch, dafi Enzympriparate aus Kiirbisfriichten wesent- 
lich stabiler und daher leichter zu verarbeiten sind als diejenigen «us 
Gurkenfriichten, weshalb das aus Kiirbisfriichten erhaltene Enzym 
eingehender hinsichtlich seiner Eigenschaften und seines chemischen 
und physikalisch-chemischen Verhaltens studiert wurde. 

Bestimmung der Wirksamkeit der AO. Der Bestimmungsart liegt 
die Beziehung zwischen Enzymmenge und dem Spaltungsgrad es 
Substrats zugrunde, der nach Ablauf einer bestimmten Zeit mit 2. 6-Di- 
chlorphenolindophenol ermittelt wird*. Hinsichtlich der Einzelheiten 
der Bestimmung gilt folgendes: 

1. Der Enzymgehalt wird in Einheiten gemessen; als Einheit gilt 
diejenige Enzymmenge, durch die 1 mg |]-Ascorbinsiure bei 20°C und 
einem pu = 6,0 (Acetatpuffer) in 1 Minute oxydiert wird. Gemessen 


* Bei diesen Versuchen wurde in Anlehnung an friihere Arbeiten nur das 
chemische Nachweis- und Bestimmungsverfahren benutzt und von der Warburg- 
Methode kein Gebrauch gemacht; diese soll bei den weiteren Arbeiten ver- 
gleichsweise herangezogen werden. 
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wird stets nur die Anfangsgeschwindigkeit des Reaktionsablaufes. 


Altnisse ; : . -. . , 
Oxydiert eine Enzymlésung mehr als 50°, der vorgelegten 1-Ascorbin- 
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Red siure, so wird die Enzymlésung verdiinnt und die Bestimmung 
XVdase 
n wie lerholt ‘ 
saure 
nteilen 2. Die Aktivitit des Enzyms sagt aus, wieviel Milligramm 1-Ascor- 





binstiture unter den obigen Bedingungen von 1 mg Enzymtrocken- 





nmung 





substanz (ammoniumsulfatfrei)* oxydiert werden. 





Um bei der Bestimmung des Enzymgehalts und der Aktivitat reproduzier- 
bare Ergebnisse zu erhalten, muBten zunachst einige Schwierigkeiten und 
Fehlerméglichkeiten beseitigt werden. Wird die Enzymlésung in das unbewegte 
Substrat eingetragen, die Lésung durch kurzes Umschiitteln gemischt, die 
Enzymtatigkeit durch EinflieBenlassen von 10°, iger Metaphosphorsaure unter- 
brochen und die Enzymaktivitét ermittelt, so werden bei dieser Versuchs- 
anstellung niedrigere Werte erhalten als bei leichtem, gleichmaBigem Bewegen 
des ReaktionsgefaBes samt Inhait. Wird dagegen die Reaktionslésung durch 






lierung 





e von 





Menge 











or bin- a ell ; ata . ‘ 
ee Einleiten von Luft und durch heftiges Schiitteln bewegt, so tritt unter diesen 
lirekte heftigen Bedingungen die bekannte Schiittelinaktivierung ein. 
Per. 
et in Die nachstehend angegebene Versuchsanstellung fiihrte zu einem 
Bsiifte guten Erfolg. 
tiirker Versuchsanstellung. Kleine, etwa 1 ccm fassende Glasschalchen** werden 
lungs. mit der Enzymlésung gefiillt und samt der Lésung in ein 100-cem-Erlenmeyer- 
“al Kélbchen gebracht. In diesem befinden sich 20 ccm |-Ascorbinsaurelésung, 
ere 






hergestellt durch Verdiinnen von 8ccm einer 10 mg°,igen 1-Ascorbinsaure- 
jésung mit bidestilliertem Wasser auf 20ccm im MeBkélbchen, Aciditat der 
Lisung po = 6,0 (Acetatpuffer). Das Erlenmeyer-K6lbchen wird an der Schiittel- 
apparatur (2) befestigt und taucht in ein mit einem Ultrathermostaten nach 
Hoppler auf 20° C gehaltenes Wasserbad ein. Unmittelbar nach dem Eintragen 
der Enzymlésung wird das Gemisch 1 Minute lang (Stoppuhr) geschiittelt, 
hierauf die Enzymtatigkeit durch Zugeben von 1 ccm 10°, iger Metaphosphor- 
siure unterbrochen und titrimetrisch der nicht oxydierte Restanteil ermittelt. 
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nzym 
schen 1. Isolierung und Reinigung der AO. durch fraktionierte Fallung 
mit Ammoniumsulfat, Dialyse, Ultrafiltration und Adsorption. 

wl Gewinnung des RohpreBsajtes. 18 kg unreife Kiirbisfriichte Cucur- 

Seq dita pepo L. werden sorgfiltig*gereinigt und die Schale mit einem rost- 
; freiem Messer in einer Dicke von 5mm abgenommen. Die erhaltenen 

ao 5,3 kg Kiirbisschalen dienen als Ausgangsmaterial zur Enzymgewinnung; 

der iibrige Teil der Frucht ist dafiir nur wenig geeignet, da das Frucht- 

F gilt fleisch, worauf bereits 7. Ebihara (3) hinweist, zu geringe Mengen von 
wate AO. enthiilt. 

essen 

ai * Das Ammoniumsulfat wird durch Destillation iiber Magnesiumoxyd in 

burg: bekannter Weise titrimetrisch bestimmt und von der Gesamttrockensubstanz 

pale in Abzug gebracht. — ** Durch Abschmelzen von Glasréhrchen, leichtem 






Anblasen und Absprengen der Endstiicke leicht herstellbar. 
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Die nach 24stiindigem Liegenlassen in der Kiltetruhe bei — 1s) ( 
glashart gefrorenen Kiirbisschalen werden in einem Porzellanmérser jy, 
der Kalte unter Zugabe von Quarzsand (E. Merck, Darmstadt) fei 
zerrieben ; die Masse wird tiber Nacht im Kiihlschrank bei + 6 bis »° ( 
auftauen gelassen und der erhaltene Brei auf einer Pflanzenpres- 
(A.G. Wenderodt, Kassel) abgepreBt. Die anfallenden 4,2 Liter Pres. 
saft werden 30 Minuten lang zentrifugiert (3500 Umdrehungen /Minute 
und so von Starke und anderen Schwebeteilchen befreit. Die Trocken- 
substanz des PreBsaftes betrigt 8,8°,. Die Ermittlung des Enzyn- 
gehalts in bekannter Weise ergab 35000 Einheiten (in 4,2 Liter PreBsatt 
und eine Enzymaktivitét von 0,1 min-!, d.h. 1 mg PreBsafttrocken- 
substanz oxydiert in 1 Minute 0,1 mg 1-Ascorbinsiure. Es wurde nun 
versucht, Enzymlésungen verschiedener Reinheitsgrade herzustellen 
die im folgenden die Bezeichnungen A, B, C, D, E tragen sollen. 


Enzymlésung A. In 4 Liter des obigen PreBsaftes (Temperatur 20° ( 
werden 800 g Ammoniumsulfat in Anteilen von je 50g aufgelést und der sich 
rasch bildende Niederschlag von der Lésung durch 20 Minuten langes Ab- 
schleudern (3500 Umdrehungen/Minute) getrennt. Etwa 20°, der gesamter 
Enzymmenge verbleiben im Niederschlag, auf deren weitere Aufarbeitung 
verzichtet wird. 

Bei einem Trockensubstanzgehalt von 8,2°, (ammoniumsulfatfrei) oxydiert 
‘1 cem der schwach opalisierenden Lésung (insgesamt 4,4 Liter) 6,4 mg 1-Asc orbin. 
siure. Die Lésung besitzt demnach einen Enzymgehalt von 28000 Einheiten 
und eine Enzymaktivitat von 0,08 min, 

Enzymlésung B. 4,3 Liter Enzymlésung A werden mit 650 g Ammonium. 
sulfat versetzt und in gleicher Weise von dem ausgeschiedenen Niedersch lay 
durch Abschleudern getrennt. Der gelblich-wei8 gefarbte Ruckstand enthalt 
die gesamte AO. Der Riickstand wird in 500 ccm bidestilliertem Wasser (Tem- 
peratur um 0° C) gelést und durch nochmaliges Abschleudern von mechanischen 
Verunreinigungen befreit. 

Die erhaltene gelbstichig klare Lésun® weist einen Enzymgehalt von 
28000 Einheiten und eine Enzymaktivitat von 1,0 min“ auf, d.h. 1 cem dieser 
Lésung mit einem Trockensubstanzgehalt von 5,5°> oxydiert 58 mg 1-Ascorbin 
siure. Es konnte also mit dieser zweiten Ausfallung eine deutliche Aktivitat:. 
steigerung erreicht werden. 

Enzymlésung C. In Anlehnung an friihe® mit gutem Erfolg durchgefiihrt: 
Untersuchungen wurde zur weiteren Reinigung die Dialyse herangezogen. Zu 
diesem Zweck werden 400 com der Enzymlésung B 10 Stunden iang im Schne|)- 
dialysator von Gutbier gegen m/1000 Acetatpuffer, pq = 6,0, bei 0° C dialysiert. 
Hierbei verandert sich die gelbe Farbe der Enzymlésung, sie wird heller und 
ist nach AbschluB der Dialyse nur noch schwach gefarbt. Die gewonnene Enzyn 
lésung weist einen Enzymgehalt von 19000 Einheiten und eine Enzymaktivitat 
von 2,7 min“ auf, d. h. 1 cem der Lésung oxydiert bei einem Trockensubstanz 
gehalt von 1,51°, 40,6 mg 1-Ascorbinsaure. 


Enzymlésung D. Zum Zwecke einer weiteren Reinigung werden 200 cc: 
der Enzymlésung C, die zum Schutze vor Verderben unter N, im KiihIschrank 
aufbewahrt wurde, durch das Ultrafiltriergerat nach Thiessen unter Stickstoff 
bei 5 Atm. Druck in Anteilen von je 20 ccm bei jeweiligem Filterwechsel (Ultra 
feinfilter .,fein‘“, Membranfiltergesellschaft Sartorius-Werke, Géttingen) f/ 





ZV 
3saft 
eken- 
> hun 
ellen, 


20° € 
r sich 
; Ab.- 
imten 
‘itung 


rdiert 
rbin- 
eiten 


, 

um - 
chlag 
thalt 
Tem- 
che n 


Zur Kenntnis der Ascorbinséureoxydase. I. 193 


triert*). Es zeigte sich, daB das anfallende schwach gelbstichige Filtrat keinerlei 
Enzymwirkung besaB; die gesamte Enzymmenge verblieb auf dem Filter. Der 
Riickstand wurde mit 15ccm wasserfreiem Glycerin (£. Merck, Darmstadt) 
abgespiilt, die Filter wurden nachgewaschen und die Waschlésungen vereinigt. 
Die gewonnene Enzymlésung weist einen Enzymgehalt von 7000 Einheiten und 
eine Enzymaktivitat von 4,0 min auf, d.h. lceem der Lésung oxydiert bei 
einem Trockensubstanzgehalt von 0,88°, 35,0 mg l-Ascorbinséure. Der Stick- 
stoffgehalt der Enzymtrockensubstanz betragt 14,2°, **. 

Enzymlésung E. Die gebrauchlichen Adsorptionsmittel (Ortho-Aluminium- 
hydroxyd A, Ortho-Aluminiumhydroxyd C, Kieselséuregel, Fasertonerde nach 
Wislicenus, Aluminiumoxyd nach Brockmann, Kaolin, Tricaleiumphosphat, 
Cholesterin) waren zur weiteren Reinigung der AO. nicht verwendbar. Dagegen 
bewahrte sich das Filtrol-Neutrol (Bensmann, Bremen) einigermaBen, stellt 
aber auch kein ideales Adsorptionsmitte] dar. Es wurde so vorgegangen, daB 
80cem der Enzymlésung D in einen 3-Liter-Erlenmeyer-Kolben mit einer 
Acetatpufferlésung (py = 5,9) auf 2 Liter verdiinnt und in dieser Lésung ins- 
gesamt 12g Filtrol-Neutrol durch portionsweise Zugabe suspendiert wurden. 

Der Kolben mit Inhalt wurde etwa 2 Minuten lang kraftig geschiittelt und 
die Lésung hierauf zentrifugiert (3500 Umdrehungen). Der verbliebene Riick- 
stand — das Adsorbat — wird zweimal mit je 100 ccm bidestilliertem Wasser 
ausgewaschen, hierauf in einen Erlenmeyer-Schliffkolben mit 200 ccm reinstem 
Glycerin (Z. Merck, Darmstadt), das durch Zugabe von 10 cem Phosphatpuffer 
auf ein py = 6,8 eingestellt wird, versetzt und unter haufigem Durchschiitteln 
bei einer Temperatur von 6 bis 8°C eluiert. Nach 30stiindigem Eluieren geht 
ein geringer Anteil des adsorbierten Enzyms in Lésung, wahrend die gréBere 
Menge das Adsorptionsgemisch zuriickhalt. Die Elution iiber 60 Stunden aus- 
zudehnen, bewahrte sich nicht, da nach diesem Zeitablauf deutliche Inakti- 
vierung des Enzyms zu beobachten war. A 

Das gewonnene Eluat weist einen Enzymgehalt von 850 Einheiten und eine 
Enzymaktivitat von 9,0 min auf; d,h. 1 ccm der Lésung oxydiert bei einem 
Trockensubstanzgehalt von 0,047°, 4,3 mg 1-Ascorbinsaure. Der Stickstoff- 
gehalt der Enzymtrockensubstanz betragt 14,6°.. 

Die Zahlenwerte lassen erkennen, daB die Aktivitat der Enzymlésung um 
mehr als das Doppelte gegeniiber dem Wert der Enzymlésung D gestiegen ist. 

Die Haltbarkeit der eluierten Enzymlésung war eine sehr maBige; schon 
nach dreitagigem Stehenlassen im Kihlschrank unter Stickstoffatmosphare 
war véllige Inaktivierung eingetreten. Weitere Reinigungsversuche durch 
Adsorption und Elution wurden daher zunachst aufgegeben. 


2. Kupfergehalt und Enzymaktivitat. 


Nach F. Kubowitz (4) haben sich verschiedene Autoren damit 
beschaftigt, die Beziehung der Enzymaktivitét zum Kupfergehalt zu 
untersuchen. Fiir das Vorhandensein eines ,,spezifischen‘‘ Kupfer- 


* Die Benutzung des Hochdruckfiltergerates (Sartorius-Werke) fiihrte zu 
keinem Erfolg. Es traten stets weitgehende Aktivitatsverluste meist bis zur 
volligen Inaktivierung — offenbar als Folge der Metalleinwirkung — aut; 
weiter konnte festgestellt werden, daB Kohlendioxyd als Druckgas fiir sich 
allein schon denaturierend wirkt. — ** Die Enzymtrockensubstanz wurde in 
der Weise ermittelt, daB 10 ccm Enzymlésung mit 50ccm Aceton versetzt 
und der ausgefallene Niederschlag vierma] mit Aceton gewaschen und hierauf 
getrocknet und gewogen wurde. 
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proteids treten .Graubard (5), P. L. Lovett-Janisson und J. MV. 
Nelson (6) ein, wiihrend J. P. Spruyt und G. M.D. Vogelsang (7) keine 
Beziehungen zwischen Kupfergehalt und Enzymwirkung feststellen 
kénnen. In jiingster Zeit wird auch von L. Armentano und H. 4. 
Bartok (8) eine solche Relation abgelehnt, wihrend S. 7’. Meiklejohn 
und C. P. Stewart (9) Kupfer als Bestandteil der prosthetischen Gruppe 
nachweisen. 

Um nachzupriifen, ob und in welcher Weise der Kupfergehalt dic 
Enzymaktivitit zu beeinflussen vermag, wurde zunichst der Kupfer. 
gehalt der Enzympriparate mittels “Diithylthiocarbazon (Dithizon) 
nach B. Bleyer, J. Schwaibold und G. Nagel (10) bestimmt. Die ge. 
fundenen Werte sind in Tabelle I zusammengestellt und in Abb. | 
graphisch wiedergegeben. 


Tabelle I. 
Aktivitat und Kupfergehalt verschiedener Enzympraparate. 





Bezeichnung em | Kupfer mg in 100g 
der Enzymlésung | Aktivitat | Trockensubstanz 


0,1 
1,0 
2,5 
4,0 0,9 

Die Ergebnisse zeigen, da das Kupfer im PreBsaft zum geringsten 
Teil an das Enzym gebunden ist, und weiterhin auch, daB das nicht 
,enzymgebundene* Kupfer das Oxydationsvermégen gegeniiber ]-Ascor- 
binsiiure praktisch nicht beeinflubt. 
Bei den Priiparaten B bis D  steigt 
der Kupfergehalt nahezu proportional! 
der Aktivitit, so daB es naheliegt, 
Kupfer als integrierenden Enzym- 
bestandteil zu betrachten. 








Weitere Untersuchungen 
iiber Kupfergehalt 
und Enzymaktivitat. 


Cu weer Irockensubst. 











0 Dialysierversuch. Bei der En- 
Aktiutit der Ascorbinsture-Drydase min? yymreinigung durch Dialyse wurde 
Abb. 1. Kupfergehalt und Aktivitiit. hiufig beobachtet, daB die Enzym- 
lésung sehr rasch an Wirkung verlor 
und nach 4 bis 5 Tagen nahezu vollstindig inaktiviert war, wihrend 
eine in einem GlasgefiB unter den gleichen Bedingungen aufbewabhrte 
Enzymlésung keinen oder einen nur sehr geringen Wirkungsverlust 
erkennen lieB. 
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Diese Feststellung veranlaBte zur Uberpriifung des Kupfergehalts 
wihrend der Dialyse in gewissen Zeitabstinden. Dabei wurde folgender- 
maBen vorgegangen : 


200 com Enzymlésung (Reinheitsgrad B) mit einem Kupfergehalt von 
14>°> und einem Enzymgehalt von 8000 Einheiten werden in je fiinf Pergament- 
hiilsen mit 40 cem Fassungsraum (Schleicher u. Schill, Diiren/Rheinland) gegen 
bidestilliertes Wasser ohne Pufferzusatz bei 15 bis 17°C im Schnelldialysator 
dialysiert. Weitere 40 ccm der Enzymlésung werden zum Kontrollversuch in 
einem Zentrifugenglaschen (Form und GréBe ist dem DialysiergefaB angepaBt) 
ebenfalls in das DialysiergefaB gestellt. Die Apparatur wird durch einen Elektro- 
motor betrieben und der Antrieb so gewahit, daB der Dialysierrahmen mit 
50 bis 60 Umdrehungen in der Minute bewegt wird. Das Dialysierwasser wird 
tiglich zweimal erneuert und der Kupfergehalt und der Enzymgehalt in Ab- 
stinden von 24 Stunden in der dialysierten Lésung bestimmt. Das Ergebnis 
ist in Tabelle II und in Abb. 2 festgehalten. 


Tabelle II. 


Enzym- und Kupfergehalt in Abhangigkeit von der Dialysierzeit. 





Vergleichsversuch 





Dialysierzeit | Kupfergehalt Enzymwert et 
st _— os Kupfergehalt Enzymwert 


Stunden | j Einheiten 7 Einheiten 


0 7,0 56 
24 6,5 46 
48 5,6 39 
72 4,2 25 
96 2,5 11 

120 0,4 0 


~~ 


_ 


. 


ANAANS 
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Nach 120 Stunden fillt der 
Kupfergehalt der Enzymlésung von 
Ty auf 0,4» und das Oxydations- 
vermogen gegeniiber |-Ascorbinsiiure 
ist vollstiindig verschwunden. Damit 
ist bewiesen, daB die Aktivitits- 
verminderung mit einer Abnahme 
des Kupfergehalts der Enzymlésung 
verbunden ist. Die nach der Dialyse 
inaktivierte Enzymlésung  konnte 
durch Zusatz von Kupferionen 
(Kupfersulfatlésung) nicht reaktiviert ve 

os a Abb. 2. Enzym- und Kupfergehalt 
werden; auch die Zugabe des kupfer- in Abhingigkeit von der Dialysierzeit. 
haltigen Dialysierwassers war ohne 
EinfluB auf die Enzymwirkung. Es mu daher angenommen werden, 
da8 durch die Abspaltung des Kupfers irreversible Veriinderungen am 
Triigerprotein des Enzyms eintreten. 
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Inaktivierung durch Zugabe von Metallpulvern 
zur Enzymlésung. 


Wenn wirklich Kupferionen oder eine Kupferionen abspaltende 
Substanz an der Bildung der Wirkungsgruppe des Enzyms beteiligt ist, 
dann muBten Metalle mit héherer Lésungstension das Kupfer entla:‘en 
und metallisch niederschlagen; die Folge davon muBte eine mehr oxler 
weniger rasche Inaktivierung der Enzymlésung sein. Metallisclies 
Kupfer oder Silber durften dagegen keine oder eine nur geringe Inakcti. 
vierung herbeifiihren. 

Versuchsanstellung. Fiinf 50-ccm-Erlenmeyer-Kélbchen werden mit je 
10 ccm einer gepufferten Enzymlésung, pq = 6,0 und einem Enzymwert von 
je 20 Einheiten, beschickt; in der Enzymlésung werden suspendiert: 

24,3 mg Magnesium, 

65,4 mg Zink, 

55,8 mg Eisen, 

318,0 mg einer feinen Verreibung von Elektrolytkupfer und Quarzsand, 
539,0 mg einer feinen Verreibung von Silber und Quarzsand (1 : 5)*. 

Die Suspensionen werden im Schiittelapparat bewegt; hierauf werden in 
Abstinden von genau 10 Minuten (Stoppuhr) etwa 2 bis 3 cem der Lésung ent. 
nommen, diese rasch zentrifugiert und der noch vorhandene Enzymwert bestim» t. 


Tabelle III. Anderung des Wirkungswertes von leem Enzymlésung 
bei Einwirkung von Metallen. 





Einwirkungszeit | Witeagwwert bel Mawkke stdin HE 


Minuten | Magnesium Zink Eisen Kupfer 





Silber 


0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 
10 1,4 1,8 1,8 2,0 2,0 
20 0,8 1,2 1,4 1,9 2,0 
30 0,6 0,7 0,7 1,9 2,0 
40 0,0 0,4 0,6 ~ _ 
50 0,0 ime ei a 
60 _ _ _ L¢ 

Aus der Beobachtung, da8 die Inaktivierung nicht spontan, sondern 
je nach der Lésungstension der Metalle innerhalb von 30 bis 60 Minuten 
eintritt, geht hervor, da das Kupfer in einer ,,labilen‘’ Komplex- 
verbindung vorliegen mu8, die bei der Metalleinwirkung ionisiertes 

Kupfer abspaltet. 

Adsorptionsverhalten der Ascorbinsdureoxydase. An anderer Stelle 
wurde bereits iiber die Adsorption der AO. an verschiedene Adsorptions- 
mittel zum Zwecke der Reinigung berichtet. 


* Die bei den Verreibungen benutzten Metalle wurden aus Kupfersulfat- 
lésung (reinst, H. Merck, Darmstadt) durch Elektrolyse (als Elektroden dientcn 
Platinschalen) bzw. aus ammoniakalischer Silbernitratlésung durch Redukt ion 
mittels Formaldehyd gewonnen. 
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An diese Adsorptionsmittel war das Enzym zwar leicht adsorbierbar, 
aber die tibliche Elution mit Phosphatlésung, durch Einleiten von 
Kohlendioxyd, Auflésung des Adsorbats in organischen Lésungsmitteln 
(Cholesterin-Toluol) und durch Andefung des Siuregrades (py) der 
Elutionslésung gelang nicht. Das an Filtrol-Neutrol adsorbierte Enzym 
konnte, allerdings unter erheblichen Verlusten, eluiert werden. Auch 
die schonende Trocknung der Adsorbate (Adsorptionsmittel -+- Enzym) 
iiber Kieselsiuregel (Blaugel), Schwefelsiiure, Phosphorpentoxyd im 
Vakuum und nachfolgende Elution fiihrte nicht zum Ziel. Es trat nach 
dieser Behandlung vollstindige Inaktivierung des Enzyms ein. Eine 
Klirung brachte auch hier die Ermittlung des Kupfergehalts des 
Adsorbats. 


Versuchsanstellung. Zwei 1-Liter-Erlenmeyer-Kolben werden mit je 500 cem 
einer Suspension Ortho-Aluminiumhydroxyd C y (Gehalt an Al,O, je 225 mg) 
beschickt und dazu je 50 ccm der Enzymlésung C (Enzymgehalt 2500 Einheiten, 
Kupfergehalt 8,4 y) gegeben, 2 Minuten lang kraftig geschiittelt; die Adsorption 
tritt spontan und vollstindig ein; die Suspension besitzt die volle Enzym- 
wirkung. 

Die Suspensionen werden zentrifugiert und die erhaltenen Niederschlage ge- 
trennt aufgearbeitet. Adsorbat 1 bleibt ohne weitere Behandlung im Kihlschrank 
stehen, Adsorbat 2 wird im Zentrifugenglas iiber frisch getrocknetem Blaugel 
im Vakuum getrocknet. Nach 6 Stunden ist das Adsorbat 2 véllig trocken und 
besitzt keine Enzymwirkung mehr. Beide Adsorbate werden mit je 100 ccm 
einer 35°% igen, mit Acetatpuffer auf py = 5,0 eingestellten Ammoniumsulfat- 
lésung versetzt; mittels eines Glasstabes wird fiir griindliche Durchmischung 
gesorgt. Nach 30 Minuten langem Stehenlassen werden die Suspensionen wieder 
abgeschleudert, die tiberstehenden Lésungen abgehoben und darin der Kupfer- 
gehalt bestimmt. 


Gefunden im Adsorbat 1: 0,6 bzw. 1,0 y Kupfer, 
Ms ry i. Be GO gc Ge ‘ 


nach Abzug des in der Ammoniumsulfatlésung enthaltenen Kupfers 
(3,2 y). 


Diese Ergebnisse zeigen, daf durch das Trocknen eine Inakti- 
vierung und eine Abspaltung von Kupfer eintritt, ein weiterer Beweis 
fiir die Abhangigkeit der AO.-Wirkung vom Kupfergehalt. 


3. Kinetische Messungen. 


Die Wirkung der AO. in Abhangigkeit von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration (py). 


In 50 cem fassende Erlenmeyer-Kélbchen werden je 4 ccm einer 
100 mg “%igen 1-Ascorbinsiiurelésung (px = 6,0) gegeben, mit 1 ccm 
Acetatpuffer versetzt, die Lésung auf 10 ccm mit bidestilliertem Wasser 
aufgefiillt. Hierauf wird die ]-Ascorbinsdiurelésung in bekannter Weise 
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enzymatisch oxydiert und der Oxydationswert ermittelt. Angesiel|t 
werden vier Versuchsreihen mit folgender Anordnung: 


Reihe 1: Roher KirbispreBsaft, 
» 2: Enzymlésung Reinheitsgrad C (Kiirbis), 
3: Roher GurkenpreBsaft, 
» 4. Enzymlésung Reinheitsgrad C (Gurke). 


Saimtliche Enzymlésungen werden auf einen Enzymgehalt von 2 [in- 
heiten pro cem eingestellt. 





Tabelle IV. Bestimmung der optimalen Aciditat (Reihe 1 bis 4). 





Oxydierte l-Ascorbinsiure in mg Oxydierte l-Ascorbinsiure in mg 
. 1 esos Genres Hoe eae Ge.  cemeen " 
F 1 2 | 3 4 2 3 t 





0,24 0,05 | 0,10 | 0,00 0,73 | 1,60 | 1,09 
0,28 0,06 | 0,14 | 0,00 1,09 1,98 | 1,76 
0,52 0,13 | 0,26 | 0,04 1,76 | 2,08 2,00 
0,74 0,23 | 0,39 | 0,09 2,00 2,00 
0,93 0,30 | 0,52 | 916 | 6 1,75 * 1,80 
1,12 0,38 | 0,71 | 0,36 1,60 1,75 
1,43 | 0,50 | 1,07 | 0,74 


. 
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Das Kurvenbild (Abb. 3) gibt die Oxydationsgeschwindigkeit in 
Abhingigkeit vom py wieder. Es ist ersichtlich, daB der optimale 
Wirkungsbereich der rohen Pref- 





a eu siifte aus Gurken- und Kiirbis. 
—Hirbis-Prelisaff : ‘ aig 
Y _..— Gunken-Preisaft | frucht verschieden ist. Kiirbis- 
gereinighesEnzym preBsaft besitzt eine optimale 
oe re ; Wirkungszone zwischen py = 6.0) 
| und py = 6,4, wiihrend fii 
GurkenpreBsaft das Optimun 
zwischen py = 5,5 und py = 6.) 
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priparate beider Ausgangsmate- 
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gleitstoffe vorhanden sind, die das Wirkungsoptimum der AO. nach der 
sauren und nach der alkalischen Seite verschieben kénnen. Mit dieser 
Annahme werden auch die verschiedenartigen Angaben iiber das 
py-Optimum des Enzyms ohne weiteres erklirt. Zieht man das py der 
benutzten PreBsifte zum Vergleich heran, so wird weiter auch deutlich, 
das diese Verschiebung des Optimums keine willkiirliche ist. Das py 
des PreBsaftes aus Gurken lag bei py = 5,7, dasjenige des Kiirbis- 
prebsaftes dagegen bei pu = 6,3. Diese Tatsache beweist, daB das 
Wirkungsoptimum der PreBsifte in unmittelbarer Beziehung zur 
Aciditat steht. Noch unbekannte Fremdstoffe sind es, die das Wirkungs- 
vermégen in der Weise beeinflussen, daB das Enzym wiihrend der Ent- 
wicklungs-, Wachstums- und Reifungsvorgiinge der Pflanze die giinstig- 
sten Substratbedingungen vorfindet. 

Nicht nur fiir das System AO.:1]-Ascorbinsiiure scheint diese 
Beziehung der optimalen Wirkungsbedingungen fiir das Enzym zu 
bestehen, sondern, wie B. O. Ezell und P. Gerhardt (12) gefunden haben, 
auch fiir solche Systeme, die keine oder nur geringe Mengen an AO. 
enthalten. So konnten diese Autoren feststellen, daB das indirekt 
oxydierende System Phenoloxydase—Phenol-Ascorbinsiiure die l-Ascor- 
binsiiure in Apfelsiften bei einem px = 4,0, in KartoffelpreBsiften 
dagegen bei einem py = 6,2 optimal oxydiert. 

Es miissen demnach auch bei diesen Pflanzen die gleichen Fremd- 
stoffe wirksam sein, welche die optimale Enzymwirkung den Aciditiits- 
verhaltnissen des Organismus anzupassen vermdgen. 


Die bisherigen Zweifel dariiber, ob der direkten oder indirekten 
enzymatischen AO. im lebenden Organismus eine Bedeutung zukomme, 
werden mit der Annahme derartiger Oxydationsregulatoren behoben. 


Enzymwirkung und Temperatur. 


Die Einwirkung der giinstigsten Temperaturbedingungen wurde in 
gleicher Weise in Reihenversuchen verfolgt. Auch hier wurden in vier 
Untersuchungsreihen PreBsiifte und gereinigte Enzympriiparate aus 
Kiirbis und Gurke benutzt. Die Enzymkonzentration wurde mit 2 Ein- 
heiten pro ccm festgelegt; die Substratkonzentration muBte bei Tem- 
peraturen von 20° bis 50°C verdoppelt werden, da bereits iiber die 
Halfte der vorgelegten Ascorbinsiurelésung oxydiert und eine Aktivitits- 
minderung befiirchtet wurde. 


Die Oxydationsgeschwindigkeit wird bei einem konstanten py = 6,0 
in Temperaturintervallen von 5 zu 5° C und zwischen 34 und 42°C von 
2 zu 20°C bestimmt. Das Ergebnis ist in der nachfolgenden Tabelle V 
und in der Abb. 4 festgehalten. 
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Tabelle V. Verhalten der AO. bei verschiedenen Temperature, 
(Reihe 1 bis 4): 





Oxydierte 1-Ascorbinsaure in mg 


Tas CR een ae Oe FT ae 
peratur 1 | 9 3 4 peratur 1 ° 





38 
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55 
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Abb. 4. Das Temperaturoptimum der Ascorbinsiureoxydase. 


Die Oxydationsgeschwindigkeit nimmt bei den vier Enzymlésungen 
bei Temperaturen von 0° C gleichmaBig zu, und zwar so, daB bei einer 
Temperaturerhéhung von je 10°C eine Steigerung um das Zwei- bis 
Zweieinhalbfache erzielt wird. Die Beziehungen zwischen Oxydations- 
geschwindigkeit und Temperatur entsprechen damit den van ’t Hoff schen 
Gesetzen; unterschiedlich verlaufen die Kurven nur infolge Anderung 
der Oxydationsgeschwindigkeit bei Temperaturen oberhalb 20°C. 
Dieser Erscheinung ist keine Bedeutung beizumessen; sie erscheint 
vielmehr bedingt durch die mehr oder weniger stark ausgepriigte 
Stabilitaét der Enzymliésungen gegeniiber héheren Temperaturen. 


Wesentlich ist, daB das Temperaturoptimum bei allen vier Enzyin- 
lésungen bei 38°C liegt und demnach (im Gegensatz zum Aciditiits- 
optimum) unabhingig vom Reinheitsgrad der Enzymlésung ist. 
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Zusammenfassung. 

Die in vorliegender Arbeit erhaltenen Versuchsergebnisse sind, 
iibersichtheh zusammengefaBt, folgende: 

1. Durch fraktionierte Fillung mit Ammoniumsulfat, Dialyse, 
Ultrafiltration und Adsorption wird eine 130fache Aktivititssteigerung 
der AO. (Cucurbita pepo L.) erreicht. 

2. Der Kupfergehalt dieses Enzyms steigt proportional mit der 
Enzymaktivitit an. Das angereicherte Enzym (40fache Aktivitit) 
enthalt 0,9 mg Kupfer in 100 g Trockensubstanz. Durch Dialyse gegen 
bidestilliertes Wasser tritt innerhalb 60 Stunden eine vollstindige. 
irreversible Inaktivierung ein. Wiihrend der Dialyse sinkt der Kupfer- 
gehalt in direktem Verhaltnis zur Aktivitét. Aquimolare Mengen 
(1 Millimol auf 10cem Enzymlésung) von gepulvertem Magnesium, 
Zink und Eisen inaktivieren das Enzym innerhalb von 40 bis 50 Minuten, 
wihrend mit Kupfer und Silber die Aktivitit unter den gleichen Be- 
dingungen nur wenig geschwiicht wird. Eine Suspension von Enzym- 
adsorbat: (an Orthoaluminiumhydroxyd und andere Adsorptionsmittel) 
zeigt volle Enzymwirkung, wiihrend das Enzymadsorbat durch Trock- 
nung unter Abspaltung des ,,enzymgebundenen“ Kupfers vollstiindig 
inaktiviert wird. 

3. Das Acidititsoptimum des gereinigten Enzyms (Gurke und 
Kiirbis) liegt bei pu = 6,0 und ist mit demjenigen der Peroxydase 
identisch ; dagegen ist das ‘Acidititsoptimum der Rohsifte verschieden. 
KiirbispreBsaft oxydiert optimal im Bereich py = 6,0 bis 6,4. Gurken- 
preBsaft im Bereich von px = 5,5 bis 6,0. Das Temperaturoptimum 
liegt bei 38°C. Bei einer Temperaturerh6hung von 10°C nimmt die 
Reaktionsgeschwindigkeit um das Zwei- bis Zweieinhalbfache zu. 
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Zur Reaktion zwischen Formaldehyd 
und Glykokoll in. einem Adsorbatimpfstoff. 
Von 
Karl Otto Hobohm. 

(Aus der Reichsforschungsanstalt Insel Riems bei Greifswald.) 
(Eingegangen am 15. Juli 1943.) 

Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei der Herstellung von Impfstoffen zur aktiven Immunisierung 
verwendet man zur Abschwiichung der Krankheitserreger mit Vorliebe 
Formaldehyd, weil hierdurch die gewiinschte Erhaltung der antigenen 
Kraft am sichersten gewiihrleistet ist. Der Formaldehyd bietet gleich. 
zeitig den Vorteil, daB er bei geniigender Konzentration Fremdkeine 
unterdriicken bzw. beseitigen kann und dadurch vor einer bakteriellen 
Verunreinigung schiitzt. 

Das Ausgangsmaterial fiir die Riemser MKS.-Vakzine* besteht aus 
einem bacterienfrei filtrierten Extrakt virushaltigen Materials, enthiilt 
also auBer dem aus dem Gewebe stammenden normalen Eiweif nur 
den Erreger der Seuche, das MKS.-Virus. Das Filtrat wird bei einew 
px von 9 an Aluminiumhydroxyd adsorbigrt und unter Zusatz von 
Formaldehyd 48 Stunden bei 25° erwiirmt. Herstellung, Wirkungsweise 
und Priifung des Impfstoffes sind ausfiihrlich beschrieben worden 
| Waldmann, Pyl, Hobohm und Méhlmann (1)]. Impfstoffe dieser Art. die 
aus einem Adsorptionsmittel (zumeist Aluminiumhydroxyd) und einem 
daran adsorbierten Antigen bestehen, werden Adsorbatimpfstoffe 
genannt. Ihre verbesserte Wirkung gegeniiber einem nicht adsorbierten 
Antigen beruht mit groBer Wahrscheinlichkeit auf einer Verlangsamung 
der Resorptionsgeschwindigkeit. Das langdauernd aus dem Adsor)at 
in den Organismus gelangende Antigen dient zur Ausbildung der 
Immunitit, wihrend dieselbe Gesamtmenge in geléster Form. iiber- 
wiegend abgebaut wird, ohne vorher zur Wirkung gekommen zu sein 
[Pyl und Hobohm (2)]. 

Bei unserem Impfstoff erfolgt die Einstellung des fiir die Virus 
adsorption giinstigen px-Wertes durch Glykokollpuffer. Durch die 
bald einsetzende Reaktion zwischen Glykokoll und Formaldehyd wird 
ein Teil des letzteren gebunden. Wir versuchten nun, diese Reaktion 
unter den Bedingungen, wie sie in unserem Impfstoff vorliegen, quanti- 
tativ zu verfolgen. Der freie Formaldehyd laBt sich in einfacher Weise 


* MKS. = Maul- und Klauenseuche. 
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kolorimetrisch messen. Aus der Differenz von Gesamtformaldehyd, 
der nach der Destillation bestimmt werden kann, und dem Salen freee 
aldehyd ergibt sich der gebundene Anteil. 

Bei der Messung des im klaren Uberstehenden unseres I mpfstoffes 
vorhandenen freien Formaldehyds ergeben sich nun je nach dem py 
und der Temperatur der zu untersuchenden Lésung verschiedene Werte. 
Die Méglichkeit, daB hierbei Adsorptionserscheinungen des Form- 
aldehyds an das Aluminiumhydroxyd eine Rolle spielen, konnte experi- 
mentell ausgeschlossen werden (s. unten). Eine Erklirung muBte also 
in der reversiblen Dissoziation der aus Formaldehyd und Glykokoll 
entstehenden Verbindung zu suchen sein. 

Die Bildung von Methylenglykokoll aus Glykokoll und Formaldehyd 
wurde bereits von Schiff (3) und Sorensen (4) angenommen. Nach ihren 
Beobachtungen tritt durch Erhéhung des Reaktionsvolumens und der 
Wasserstoffionenkonzentration eine Verschiebung des Gleichgewichts 
folgender Gleichung nach links ein; durch Alkali wird in Uberein- 
stimmung mit der Bjerrum schen Zwitterionentheorie die Kondensation 
gefordert. 

CH,O + H,N—CH,—COOH => CH,=N—CH,—COOH + H,0. 

Diese Tatsache ist fiir die Abschwachung des Erregers im Impfstoff 
von groBer Wichtigkeit. Der Formaldehydgehalt darf nimlich speziell 
bei dem empfindlichen MKS.-Virus nur in engen Grenzen schwanken. 
Bei Anwendung von zu wenig Formaldehyd besteht die Gefahr, daB der 
Erreger einen Teil seiner Virulenz behilt, wodurch Ausbriiche von 
Impfseuche entstehen kénnen. Wird jedoch zuviel Formaldehyd 
zugesetzt, so vernichtet man zwar die Virulenz mit Sicherheit, gleich- 
zeitig damit wird aber auch das Antigen so weit angegriffen, daB der 
Impfstoff wirkungslos oder weniger haltbar werden kann. Es ist nicht 
anzunehmen, daB der durch Glykokoll gebundene Formaldehyd in den 
vorhandenen niedrigen Konzentrationen auf das Virus einwirkt, denn 
auch Urotropin ist in entsprechenden Lésungen nicht in der Lage, die 
Virulenz des MKS.-Virus zu vermindern, wihrend Ammoniumionen 
unter Umstinden das MKS.-Virus bzw. dessen Antigen schiidigen 
kénnen. 

Da jetzt festgestellt ist, daB ein Teil des Formaldehyds im Impfstoff 
infolge seiner Bindung durch das Glykokoll gar nicht zur Wirkung 
gelangt, kénnte man also bei Verwendung z. B. eines Borsiiurepuffers 
mit weniger Formaldehyd auskommen. Gegen diese Anderung in der 
Vakzinezusammensetzung spricht vor allem, daB letztere sich bei der 
Impfung von Hunderttausenden von Rindern bewiihrt hat. Die Glyko- 
koll-Formaldehydverbindung hat aber noch folgende wertvolle Eigen- 
schaft, von der weiter unten ausfiihrlich berichtet wird : Ihre Dissoziation 
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ist nicht nur von der Wasserstoffionenkonzentration, sondern auch 
stark von der Temperatur abhingig. Hierdurch ist beim Abschwiichey, 
dem Erwiirmen auf 25°, ein hoher Prozentsatz freien Formaldeh yds 
vorhanden, der, wie experimentell festgestellt ist, die Virulenz des Virus 
gerade in gewiinschtem MaBe vernichtet*. Beim. Aufbewahren des 
fertigen Impfstoffes bei tiefer Temperatur ist dagegen bedeutend mehr 
Formalin gebunden, so daB eine unerwiinschte Nachwirkung des Aj). 
schwichungsmittels, die der Haltbarkeit entgegenwirkt, weitgehend 
vermieden wird. Hierin sehen wir einen wesentlichen Vorteil des Glyko- 
kollpuffers, zumal sich diese Bindung des freien Formaldehyds nach 
dem Massenwirkungsgesetz durch nachtriiglichen Zusatz von Glykokoll 
noch verstirken laBt. 

Um nun die fiir uns aus theoretischen und praktischen Griinden 
wichtigen Gleichgewichte zwischen Glykokoll und Formaldehyd in den 
fiir uns wegen der Haltbarkeit des Antigens gegebenen puy-Bereichen 
genau kennenzulernen, stellten wir als ,,Modelle“ virusfreie Versuchs- 
impfstoffe her, die aus 50% Aluminiumhydroxydsuspension, 1 °% eines 
speziellen Puffers vom pu 10,2 (Zusammensetzung: 5,1°% Natrium- 
hydroxyd, 10.4% Natriumchlorid, 15,8 % Glykokoll), 0,05 °% Formalin 
(entsprechend 19 mg®,, reinem Formaldehyd) und restlichem destilliertem 
Wasser bestanden. Die Einstellung des gewiinschten pxu-Wertes wurde 
durch Zugabe von normaler Salzsiure oder Natronlauge erzielt. Die 
Proben wurden 10 Minuten geschiittelt und dann 5 Stunden bei -+ 25° 
stehengelassen. Danach wurde der Gehalt an freiem Formaldehyd nach 
der Methode von Jorissen in der Ausfiihrung nach Collins und Hanzlick (5) 
bestimmt. 

Zu diesem Zweck wurde vom Aluminiumhydroxyd durch Faltenfilter 
abfiltriert, und zwar grundsatzlich immer bei der Temperatur, bei der die Auf- 
bewahrung der Proben erfolgte. Wie wir némlich fanden, wird das Dissoziations- 
gleichgewicht der Verbindung aus Glykokoll und Formaldehyd durch Tem- 
peraturerhéhungen von 10 bis 20° erheblich nach links verschoben, also im Sinne 
einer Erhéhung des Gehalts an freiem Formaldehyd (s. oben). Dies kann zu 
erheblichen Fehlern fiihren, wenn z. B. eine bei + 3° aufbewahrte Probe zur 
Entfernung des Aluminiumhydroxyds ohne Kihlung zentrifugiert wird, wobei 
durch die Temperaturerhéhung gréBere Gehalte (10 bis 15°) an freiem Form- 
aldehyd gefunden werden, als wenn die Probe bei + 3° filtriert wurde. 

Zur Bestimmung des freien Formaldehyds (vgl. Collins und Hanzlick) 
wurden 10 cem des klaren Filtrats mit 2 com des Reagens versetzt (10 g Natrium- 
hydroxyd und 1 g Phloroglucin in 100 ccm dest. Wasser) und die entstehende 
orangerote Farbe, abweichend von Collins und Hanzlick, in einem lichtelektri- 
schen Kolorimeter gemessen. Abgelesen wurde beim Maximum der Farbung, 
das durchschnittlich nach 5 Minuten erreicht ist. Die Werte wurden durch 
eine Eichkurve auf Prozente freien Formaldehyds umgerechnet, wobei der 


* Uber die tierexperimentelle Seite dieser Versuche wird demnachst ge- 
sondert berichtet. 
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urspriinglich zugegebene Gesamtformaldehyd (19 mg®,) gleich 100°) gesetzt 
wurde (Kurve Ia). Die entsprechenden Werte nach 48stiindiger Erwarmung 
bei 25° und anschlieBender dreitagiger Aufbewahrung bei + 3° sind in den 
Kurven der Abb. 2 dargestellt. 
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Abb. 1. 


Erliiuterungen zu den Abb. 1 und 2. 
Aluminiumhydroxyd + Glykokollpuffer, 
- Wasser + Puffer; durch 000 (vgl. Abb. 1) sind einige gemessene Werte 
fiir Methylenglykokoll angedeutet, 
Aluminiumhydroxyd ohne Puffer, 
= Wasser ohne Puffer, 
- n/200 Ammoniakpuffer + Glykokollpuffer. 
(Ile und Ifa sind innerhalb des fiir Ile untersuchten py-Bereiches von 9 
bis 12 fast identisch.) 
IIc’ entspricht IIc nach weiterer 60 tagiger Aufbewahrung bei + 3°. 
Bemerkung. Die Gehalte an freiem Formaldehyd in dem py-Gebiet unter 7 
liegen bei den untersuchten Kurven zwischen 90 bis 95°., sie stellen also etwa 
eine geradlinige horizontal verlaufende Verlingerung der entsprechenden oben 
dargestellten Kurven dar. Die Messung von Gehalten an freiem Formaldehyd 
iber ,,90°,‘‘ ist im itibrigen nach der benutzten Methode nach unseren Er- 
fahrungen ctwas ungenau. 


Diese kolorimetrische Reaktion, die urspriinglich von Jorissen angegeben 
wurde, tritt nach Salkowski (6) und Collins und Hanzlick (i. c.) nur mit freiem 
Formaldehyd ein, dagegen nicht mit gebundenem, wie er z. B. im Hexamethylen- 
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tetramin vorliegt*. Zur Bestimmung des gesamten Formaldehyds ist cine 
Wasserdampfdestillation der sauren Lésung notwendig, wobei das Methyl-n. 
glykokoll quantitativ zersetzt wird. 

Der Verlauf der Kurve La zeigt, da8 in dem uns besonders inter. 
essierenden Bereich von pu 8,5 bis 9 eine geringfiigige pu-Verschiebung 
eine starke Anderung des Gehalts an freiem Formaldehyd bewirkt. 
Hierdurch erhilt das tierexperimentell gefundene py-Optimum der 
Vaccine von 9, das man bisher lediglich als Optimum der Adsorption 
auffaBte, eine neue Bedeutung. Die Abhingigkeit der Bestindigkeit 
vieler biologischer Substanzen ist natiirlich stets zu beachten. Bein 
MKS.-Virus wiirde z. B. die Verschiebung des py von 8,5 nach 10,0 
den Gehalt an freiem Formaldehyd zwar von 80 auf 41°, herabsetzen, 
gleichzeitig aber auch die Abtétung des Antigens bewirken. Aus diesem 
Grunde ist der Verlauf der Kurve im alkalischen Bereich iiber py || 
lediglich theoretisch interessant. Aus noch nicht ganz geklirten Ur- 
sachen steigt der Wert fiir freien Formaldehyd zwischen py 11 und 12 
wieder an. Eine teilweise Erklirung dafiir gibt der weiter unten lbe- 
sprochene Verlauf der Kurve Ie und Ile. Die Méglichkeit, daB die 
alkalischeren Lésungen nach Zusatz des Phloroglucins ein héheres py 
wihrend der kolorimetrischen Messung aufweisen als die anderen, 
scheidet aus, da simtliche zu messenden Lésungen nach der kolori- 
metrischen Messung das gleiche py von 12,6 hatten. 


Um nun zu sehen, wieweit der Verlauf der Kurve Ia irgendwie 
von dem in den Impfstoffen enthaltenen Aluminiumhydroxyd abhiingt, 
wurde eine entsprechende Kurve mit Material angesetzt, bei dem das 
Aluminiumhydroxyd durch Wasser ersetzt wurde. Der Verlauf der 
Kurve Ib zeigt, daB der Gehalt an freiem Formaldehyd in einer ,, Vaccine” 
ohne Aluminiumhydroxyd merklich héher ist als mit diesem. Der 


* Fir die Bestimmung von freiem Formaldehyd ist auch die gravimetrische 
Methode der Fallung mit Dimedon in schwach saurer Lésung bekannt. Letztere 
Methode eignet sich weniger fiir Serienversuche, auBerdem verlangt sie nach 
den Angaben von Wadsworth und Pangborn (7), die mit dieser Methode ebenfalls 
die Reaktion des Glykokolls und verschiedener anderer Aminoséuren mit 
Formaldehyd untersuchten (als Modellversuche fiir die méglichen Reaktionen 
bei der Formaldehydinaktivierung von Toxinen), zur quantitativen Fiallung 
des freien Formaldehyds ein py unter 5,2 in der Reaktionslésung. Diese py-Ver- 
schiebung kann aber leicht wieder zu einer Veranderung der Gleichgewichtslage 
fiihren. Trotzdem erhielten wir in einigen Kontrollversuchen, die dem Ver- 
gleich der kolorimetrischen mit der gravimetrischen Bestimmung dienten, mit 
beiden Methoden annahernd proportionale Werte. Die kolorimetrische Methode 
ergab jedoch in Anbetracht der sehr geringen Formaldehydmengen leichte! 
reproduzierbare Ergebnisse, vor allen Dingen in bedeutend kiirzerer Zeit. Ahnlich 
wie Wadsworth und Pangborn beobachteten wir auch mit der kolorimetrisclien 
Methode, daB nach langerer Zeit die Bindung zwischen Formaldehyd und 
Glykokoll teilweise irreversibel wird. 
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typische Verlauf beider Kurven ist aber ahnlich, nur konnte bei Kurve Ib 
innerhalb des von uns untersuchten Bereiches bis pu 12 kein weiteres 
Ansteigen des ffeien Formaldehyds beobachtet werden. Die Verringerung 
des freien Formaldehyds durch Alummiumhydroxyd glaubten wir 
querst auf katalytische Einfliisse zuriickfiihren zu miissen, doch zeigt 
sich, daB die in dem Aluminiumhydroxydpriparat von der Herstellung 
her noch vorhandenen Spuren von Ammonsalzen (die Konzentration 
an NH, ist etwa m/100) die beobachtete Verminderung des freien 
Aldehyds hervorrufen. Zum Beweis dafiir wurde Kurve le aufgenommen, 
die den freien Formaldehyd in aluminiumhydroxydfreier Lésung unter 
gleichen Bedingungen wie Kurve Ib angibt, nur daB zu den einzelnen 
Proben noch soviel Ammoniakpuffer gegeben wurde, daB die End- 
konzentration an NH, £§,005 mol. betrug. Die Kurven Ia und Ie 
verlaufen in dem untersuchten Bereich genau parallel und sind nach 
5 Tagen (Abb. 2) véllig identisch geworden. Im iibrigen ergibt sich aus 
dem Verlauf der Kurven Ila und IIb, welche die den Kurven Ia und 
Ib entsprechenden Werte nach zweitigiger Erwirmung bei 25° und an- 
schlieBender dreitigiger Aufbewahrung bei + 3° angeben, daB innerhalb 
dieses Zeitraumes der typische Kurvenverlauf der gleiche geblieben ist 
und da8 fast nur eine Verschiebung der Gehalte an freiem Formaldehyd 
nach unten eingetreten ist. 

Bei den Bestimmungen des freien Formaldehyds in den Aluminium- 
hydrox yd enthaltenden virusfreien Modellimpfstoffen waren nun noch 
folgende Fehlerméglichkeiten denkbar: 

1. Bei der Bestimmung des Aldehyds im Filtrat ist das Eigen- 
volumen des Aluminiumhydroxyds nicht beriicksichigt worden, so daB 
die gefundenen Werte zu hoch liegen miiBten. Dieser Fehler ist jedoch 
zu vernachlassigen, da er innerhalb der sonstigen Fehlergrenzen der 
Methode liegen diirfte, Das benutzte Praparat hat auBerdem nur einen 
Gehalt von etwa 2% Al,Os oder 2,7 ° Aluminiumhydroxyd. 

2. Das Aluminiumhydroxyd kénnte einen Teil des Formaldehyds 
direkt adsorbieren, wodurch ein geringerer Gehalt der restlichen Lésung 
an freiem Formaldehyd vorgetiiuscht wiirde. Dies konnte durch Auf- 
nahme der Kurven Ic und Id ausgeschaltet werden, die den Kurven Ia 
und [b entsprechen, nur daB bei ersteren das Glykokoll fortgelassen 
wurde. Wie ersichtlich, ist nach 5 Stunden keine merkliche Verminderung 
des Formaldehyds durch Adsorption an Aluminiumhydroxyd fest- 
zustellen. Das geringe Absinken von Ie gegeniiber Id, das bei Ie 
und IIfd nach 5 Tagen noch deutlicher wird, diirfte auf der Bildung 
von Hexamethylentetramin beruhen, denn entsprechende Konzentra- 
tionen von Ammoniumionen als Ersatz fiir Aluminiumhydroxyd geben 
den gleichen Effekt. Die zumindest teilweise Bildung von Spuren von 
Hexamethylentetramin wird noch dadurch wahrscheinlich gemacht, 

14* 
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daB bei der alkalischen Destillation einer Vaccine niemals die gesaniten, 
durch den Aluminiumhydréxydzusatz bedingten NH,-Ionen im Destiiiat 
wiedergefunden werden. : 

Bei der Reaktion, wie sie den Kurven La bzw. Ila entspricht, also |e; 
Mischung von Aluminiumhydroxyd, Glykokollpuffer und Formaldehyd, 
miissen sich also zwei Reaktionen iiberlagern, naimlich die Bindung 
des Formaldehyds an Glykokoll und Hexamethylentetraminbildung aus 
Ammonsalz und Formaldehyd!.’ Die Differenz zwischen den Werten 
der Kurven a und b scheint also wenigstens teilweise auf den gleichen 
Griinden wie die Differenz zwischen den Kurven ec und d zu beruhen. 
nimlich der zusiitzlichen Reaktion zwischen Formaldehyd und Amnio- 
niumionen 2, 

Von Interesse war nun, ob die Gehalte der einzelnen Versuchs. 
ansitze an freiem Formaldehyd nach 5 Tagen bereits konstante Werte 
angenommen hitten, oder ob eine weitere Verschiebung des Gleich- 
gewichts nach rechts stattgefunden hatte. Es ergab sich, daB bei einer 
Wiederholung der Messung nach 2 Monate langer Aufbewahrung bei 
+ 3° bei allen Versuchsreihen, die Glykokollpuffer enthielten, sich die 
Gleichgewichtseinstellung, die nach 5 Tagen erreicht war (davon 2 Tage 
-+ 25°, anschlieBend 3 Tage ++ 3°), nicht geiindert hatte. Von Interesse 
ist hierbei, daB das der Kurve Ic (Aluminiumhydroxyd ohne Puffer) 
entsprechende Gleichgewicht (Reaktion zwischen Formaldehyd und 
dem aus dem Aluminiumhydroxyd stammenden Ammoniak) sich nach 
2 Monaten noch erheblich weiter im Sinne einer weiteren Verminderung 
des Gehalts an freiem Formaldehyd verschoben hat (Kurve IIc’). 

Alle diese Versuche wurden unter Zusatz von Virusextrakt wieder- 
holt. Dabei wurden die gleichen Ergebnisse erzielt wie bei den virus- 
freien Modellimpfstoffen. Die Zugabe des eiweiBhaltigen Virusextrakts 
hat also auf den Verlauf simtlicher Kurven keinen wesentlichen Einflu’, 
denn der Gehalt einer normalen, von uns als 0,7 ig bezeichneten 
Vaccine an EiweiBsubstanzen (Stickstoff < 6,25) betrigt wegen der 
hohen Wirksamkeit der aktiven, immunititsauslésenden Substanzen 
nur etwa 40 bis 50mg 3. 


' DaB dabei ahnliche Verbindungen entstehen, wie die von Bunge und 
Matter (D. R. P. 334757) beschriebenen Kondensationsprodukte aus Formalde. 
hyd, einer Aminosiure und Hexamethylentetramin, erscheint nicht unmdglich. 

2 Es erscheint méglich, daB das Durchlaufen eines Minimums bei Kurve I|c 
auch auf py-abhaingigen Polymerisations- oder Kondensationserscheinungen 
beruht, die von uns jedoch nicht naher untersucht wurden. — * Auf eine be- 
trachtliche Fehlerméglichkeit bei diesen Messungen sei hier kurz hingewiescn: 
Besonders bei den virusextrakthaltigen, aber auch bei den virusfreien Ver- 
suchsansatzen, kann es durch Verunreinigung mit noch nicht identifizierten 
Mikroorganismen zu einem fast vélligen Verschwinden des gesamten nach- 
weisbaren Formaldehyds kommen. Die chemischen und bacteriologischen Vor- 
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Wir versuchten, ob sich die letzten Reste von Ammoniumsalzen 
in dem von uns benutzten Aluminiumhydroxydpriparat durch Aus- 
waschen entfernen lassen. Dies gelingt nicht, es bleiben stets Spuren 
zuriick, die den Gehalt von freiem Formaldehyd in glykokollhaltigen 
Versuchsansitzen noch merklich beeinflussen. 


Es wurde nun festzustellen versucht, ob die unter den Bedingungen 
der Vaccineherstellung (px 9; 25°, stark verdiinnte Lésung) entstehende 
Verbindung tatsichlich dem von Schiff und Sérensen (I. c.) vermuteten 
Methylenglykokoll entspricht. Als Kondensationsprodukt aus Form- 
aldehyd und Glykokoll werden in der Literatur auch andere Ver- 


bindungen beschrieben. So hat Krause (8) Oxytrimethylenglykokoll 
CH,NHCH,COOH | 


CHOH 


] 
CH,NHCH,COOH 


bei mehrtigigem Erwirmen von Glykokoll und Formaldehyd in hoher 
Konzentration bei 40° erhalten!. Die Formel ist von Bergmann und 
Mitarbeitern (9) angezweifelt worden, die die entstehenden Verbindungen 
vom Methylenglykokoll ableiten?. Gubareff und Bystrenin (10) nehmen 
dagegen ebenfalls die Bildung des von Krause beschriebenen Oxy- 
trimethylenglykokolls an. Die schon durch geringere py-Verschiebung 
eintretende Abspaltung von freiem Formaldehyd spricht dagegen, dab 
bei den Versuchen von Gubareff und Bystrenin die von Krause (I. ¢.) 
beschriebene Verbindung vorliegt. Sie untersuchten den Zusammen- 
hang zwischen Reaktionsablauf und der Quantitit der Reaktions- 
partner, sowie dem py. Diese Untersuchungen sollten zur Klirung 
der Reaktion dienen, die bei einer durch Formaldehyd bewirkten Um- 
wandlung bacterieller Toxine zu Anatoxinen eine Rolle spielen. Diese 
Autoren nehmen allerdings in Anlehnung an Krause trotz ihrer niedrigen 
Ausgangskonzentrationen einen Reaktionsverlauf an, bei dem zwar 
das molare Verhiltnis von Formaldehyd zu Glykokoll ebenfalls 1: 1 
sein, auBerdem aber der Methylalkohol des handelsiiblichen Formalins 


| in die Reaktion eintreten soll. Dabei soll sich das Oxytrimethylen- 


gange dabei sind von uns bis jetzt noch nicht geklart worden. In allen 
Fallen, wo es méglich erschien, daB das Absinken des Gehalts an freiem Form- 
aldehyd auf einer Vermimderung des Gesamtformaldehyds beruhen kénnte, 
wurde letzterer durch Destillation bestimmt und alle zweifelhaften Versuchs- 
ansitze mit verringerten Gesamtformaldehydwerten nicht verwertet. 

! Diese Verbindung, sowie ihre Salze, sind nach Krause (8) als keimtétende 
Mittel geeignet. — 2 Erwahnt sei, daB von verschiedenen Autoren (11) auch 
die Méglichkeit der Bildung von Molekiilverbindungen diskutiert worden ist. 
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glykokoll bilden, das — wie erwihnt — von H. Krause durch liingeres 
Erwairmen von Formalin und Glykokoll erhalten wurde. 

Gubaref/f und Bystrenin lieBen Glykokoll und Formalin bei 3x0 
aufeinander einwirken und bestimmten nach lingeren Zeitriuney 
(0 bis 50 Tagen) aus der Abnahme der freien, nach van Slyke meBbaren 
Aminogruppen, wieviel von den beiden Reaktionspartnern miteinan er 
reagiert hatten. Sie beobachteten, daB die Lage des Gleichgewichits. 
sowie die Geschwindigkeit seiner Einstellung neben dem urspriinglichen 
Verhiltnis der molaren Konzentration von Formaldehyd und Glykokoll 
besonders von dem py des Reaktionsgemisches abhiingt. Durch alkalische 
Reaktion wird das Gleichgewicht nach rechts verschoben, also im Sinne 
einer Kondensation, doch erfordert die Einstellung des Gleichgewichts 
dann bedeutend lingere Zeit als bei saurer Reaktion. Die Autoren 
wihlten in dem Teil ihrer Versuche, der sich mit der Abhingigkeit 
von Reaktionsgeschwindigkeit und Gleichgewichtslage von der Wasser- 
stoffionenkonzentration befaBt, folgende Ausgangskonzentrationen: 


Glykokoll 0,08 mol., Formaldehyd 2,64 mol., d.h. 1: 33. 


In unseren Versuchen, bei denen die Konzentration an Glykokoll 
und Formaldehyd durch die Zusammensetzung unseres Impfstoffes 
bestimmt war, lagen die Konzentrationsverhiltnisse wesentlich anders, 
niimlich ; 


Glykokoll 0,021 mol., Formaldehyd 0,00635 mol., d.h. 3,32: 1. 


In den Versuchen von Gubareff und Bystrenin war also im Vergleich 

zu unseren die hundertfache Menge Formaldehyd in bezug auf Glykokoll 
vorhanden. Aus diesem Grunde war in unserem Falle auch die indirekte 
Ermittlung des freien Formaldehyds durch Bestimmung der restlichen 
freien Aminogruppen undurchfiihrbar, denn die dabei erhaltenen 
- Unterschiede erwiesen sich wegen der geringen Formaldehydkonzentra- 
tion als zu gering. Der uns besonders interessierende Bereich von 
pu 8 bis 9 ist von Gubareff und Bystrenin nicht untersucht worden. 
Thr héchster Anfangswert lag bei pu 8,4, der allerdings durch die Reaktion 
innerhalb von 5 Tagen auf 7,7, nach 31 Tagen sogar auf 6,7 sank. Bemerkt 
sei, daB derartige pu-Verschiebungen bei unseren Versuchen infolge 
der wesentlich geringeren Formaldehydkonzentrationen niemals aul- 
getreten sind. 

Léb (12) erhielt beim Kochen von Glykokoll und Formalin am 
RiickfluBkiihler bei neutraler Reaktion eine labile, nicht zu reinigende 
Verbindung, die er als Methylenglykokoll identifizierte. In alkalischer 
Lésung reagierten bei ihm merkwiirdigerweise die Ausgangssubstanzen 
nicht, in saurer Lésung bildete sich dagegen das Dichlorhydrat es 
Methylendiglykokolls 

CH,(HN - CH, -COOH), - 2 HCI. 
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In einer neueren Arbeit tiber das Gleichgewicht von Formaldehyd 
mit Glykokoll setzt Baur (13), der die Ausgangssubstanzen ohne Er- 
hitzung miteinander reagieren liBt, die einfache Reaktionsgleichung 
unter Bildung von Methylenglykokoll voraus. Von seinen Unter- 
suchungen, die sich mit der Messung der Geschwindigkeiten von Kon- 
densation und Dissoziationsvorgang der genannten Reaktion befassen, 
interessiert die Tatsache, dak das Methylenglykokoll sehr stark als 
Siure dissoziiert (in etwa 0,8 mol. Lésung zu 53°.) und in molarer 
Lisung zu etwa 21%, in seine Komponenten zerfillt. Eine Isolierung 
des Methylenglykokolls wurde von ihm nicht durchgefiihrt. Franzen 
und Fellmer (14) hatten das aus Formaldehyd und Glykokoll bei Zimmer- 
temperatur (also der bei unseren Versuchen wesentlichen Bedingung) 
entstehende Reaktionsprodukt isoliert. Sie erhielten es durch Ein- 
dunsten von Glykokoll und Formaldehydlésung iiber Schwefelsiure im 
Vakuum. Es erwies sich jedoch als sehr zersetzlich. Dagegen gelang 
die Herstellung von Salzen, unter anderem der Bariumverbindung. 

Wir stellten das Bariumsalz nach Franzen und Fellmer her! und 
gewannen daraus durch Zugabe von Natriumsulfat eine Lésung des 
Natriumsalzes des Methylenglykokolls. Diese Lésung wurde in Versuchs- 
ansitzen, wie sie bei der Aufstellung der Kurven der Abb. 1 und 2 
benutzt wurden, bei verschiedenem px und gleichem Gesamtgehalt an 
Formaldehyd auf ihren Gehalt an freiem Aldehyd untersucht. Der 
Gehalt an Glykokoll wurde dabei auf eine Molaritiit von 0,021 mol. 
eingestellt, so daB die Versuchsansiitze mit Methylenglykokollsalz mit 
denen aus den virusfreien Versuchsimpfstoffen vergleichbar waren. 

Die Ergebnisse sind fiir einige pu-Werte bei der Kurve Ib mit 
ooo eingezeichnet. Sie stimmen mit den Werten der Kurve be- 
friedigend tiberein. Daraus ergibt sich, daB in dem von uns unter- 
suchten py-Bereickh von 7 bis 11 der Gehalt an freiem Formaldehyd 
durch den Zusammentritt iquivalenter Mengen Formaldehyd und 
Glykokoll zu Methylenglykokoll bestimmt wird. 

Die Gleichgewichtsverschiebung im Sinne einer Verminderung des 
Gehalts an freiem Formaldehyd durch Erhéhung der Konzentration 
des Glykokolls kann praktische Verwendung finden. Der Formaldehyd 
erfiillt in der Riemser MKS.-Vaccine ja zuniichst den Zweck, eine 
schonende, stets gleichmiBig reproduzierbare Abschwiichung der 
Virusadsorbate’zu gewiihrleisten. Ist die Pathogenitat jedoch einmal 
verschwunden, so ist eine weitere Einwirkung des Formaldehyds uner- 
wiinscht, da sie eine verminderte Haltbarkeit des Impfstoffes bewirken 
kann2, Dies wird durch Lagerung bei tiefer Temperatur verhindert, 

1 Die Verbindung mit vier Kristallwassern ergab bei der Destillation 
16,0°%, Formaldehyd; berechnet 15,7°,. — ® Es ist experimentell festgestellt, daB 
glykokollfreie Vaccinen wesentlich schlechter haltbar sind als glykokollhaltige. 
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bei der — wie oben angefiihrt — das Gleichgewicht zugunsten es 
Methylenglykokolls verschoben ist (Kurve II). Die Abbindung des 
freien Formaldehyds durch einen Uberschu8 von Glykokoll ist kiirzlich 
zu Reaktivierungsversuchen von mit Formaldehyd inaktivierte:) 
adsorbiertem MKS.-Virus angewandt worden [Hobohm (15)]. 

Zur experimentellen Priifung dieser Méglichkeit zur Bindung des 
Formaldehyds wurden in einer Reihe von Versuchen mit virusfreiein 
Material verschiedene Ansiitze mit einem normalen Formaldehydgehal 
von 19mg®, sogleich nach der Herstellung mit wechselnden Mengen 
von Glykokoll und auch Ammoniakpuffer versetzt. Dabei wurde 
gefunden, daB der Gehalt an freiem Formaldehyd durch kombinierte 
Erhéhung von Glykokoll und NH, am stiirksten herabgesetzt wird. 
So hat z. B. die normale Kontrolle (NH,-Gehalt: 0,005 mol.; Glykokoll 
0,021 mol.) 5 Stunden nach der Mischung einen Gehalt von 78 °, freiem 
Formaldehyd. Die entsprechenden Werte sind fiir die Erhéhung: 


1. von Glykokoll auf 0,126 mol. = 42°, (19%), 
2. von Glykokoll auf 0,126 mol. und NH, auf 0,035 mol. = 29°, 

(16%) }. 

Der Gehalt der Kontrolle an freiem Formaldehyd betrug noch 
nach 5 Tagen 42%. In Versuchsansiitzen ohne jeglichen Glykokoll- 
gehalt sind héhere Konzentrationen an Ammoniak erforderlich, dic 
schon in dem Bereich liegen, der fiir das Antigen’ der MKS.-Vaccine 
schiidheh ist. Die Anwendung dieser Beobachtungen auf die Neutrali- 
sation des Formaldehyds in einem fertigen, normalen Impfstoff ergab. 
daB durch Zugabe von zusiitzlichen 0,105 Molen Glykokoll der Gehalt 
an freiem Formaldehyd innerhalb von 5 Stunden von 46 auf 12° sinkt. 
bei Zugabe von auBerdem 0,030 mol. NH, auf 9%. Die Werte, dic 
mit NH,-Zusatz allein erhalten wurden, liegen etwas héher, allerdings 
verschiebt sich das Gleichgewicht in diesem Falle in Analogie zu den 
durch Kurve IIe und IIc’ dargestellten Versuchen mit der Zeit noch 
etwas nach rechts. 

Bei gréBeren Zusitzen von Glykokoll (z. B. 1,2 mol., d. h. 60fach 
gegeniiber normaler Konzentration) werden stets zu hohe Werte an 
freiem Formaldehyd gefunden, da die Pufferungskapazitit der Lésung 
durch die zugesetzte groBe Menge Glykokollpuffer so stark ist, da! 
das px waihrend der Messung im Kolorimeter bis zu 3 Einheiten niedriger 
liegt. Das Eintreten des Farbmaximums wird dadurch erheblich ver- 
zogert (bis etwa 20 Minuten, gegeniiber 4 bis 5 Minuten in normalen 
Lésungen). AuBerdem wird anscheinend unter diesen Bedingungen 
wihrend der Messung selbst noch freier Formaldehyd nachgebildet, »o 
daB ein zu hoher Gehalt vorgetiuscht wird. Schnelleres Konstantwerden 


1 Die Werte fiir die Messungen nach 5 Tagen sind in Klammern angegeben. 
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der Farbwerte ist durch weitere Zugabe von Natronlauge zu erzielen, 
doch wird die kolorimetrische Methode auch in diesem Falle immer 
nur relative Werte ergeben, da eine absolute Eichung mit bekannten 
Mengen freien Formaldehyds unter diesen Bedingungen nicht ‘zu er- 
zielen ist. 


* Ob man unsere Untersuchungsergebnisse iiber die Gleichgewichts- 
einstellung zwischen Formaldehyd und Glykokoll auf die Einwirkung 
von Formaldehyd auf das Antigen iibertragen kann, ist zumindest fiir 
das MKS.-Virus ungeklirt. Dies wird erst méglich sein, wenn reines 
Virus zur Verfiigung steht. Versuche zur Aufklirung der Vorgiinge 
bei der Umwandlung von Diphtherietoxin in das Formoltoxoid sind 
bisher in groBer Zahl von verschiedenen Forschern durchgefiihrt worden, 
erwihnt wurden bereits die Modellversuche von Guhareff und Bystrenin 
(I. ¢.), sowie von Wadsworth und Pangborn (1. c.). Nach S. Schmidt (16) 
ist fiir das Diphtherietoxin anzunehmen, da8 die Umwandlung in das 
Toxoid durch die Reaktion seiner Aminogruppen mit dem zugesetzten 
Formaldehyd erfolgt. Dafiir spricht besonders die Tatsache, daB Toxin 
und Formaldehyd bei einem py unter 6 gar nicht miteinander reagieren, 
was von Schmidt ganz zwanglos dadurch erklirt wird, daB in diesem 
Gebiet nach der Bjerrumschen Zwitterionentheorie keine mit Form- 
aldehyd reaktionsfihige Aminogruppen vorhanden sind. Sicher ist 
dabei auch an die Méglichkeit zu denken, daB der Formaldehyd nicht 
nur mit freien Aminogruppen, sondern auch mit anderen funktionellen 
Gruppen des kompliziert zusammengesetzten Antigen- bzw. Virus- 
molekiils reagieren kann. So sei in diesem Zusammenhang nur kurz 
hingewiesen auf die Méglichkeit der Beeinflussung von S—S-Bindungen 
durch Formaldehyd, z. B. in SerumeiweiB [Suolahti und Laine (17)] 
und die Beobachtung, daB bei der Formaldehydinaktivierung des 
Tabakmosaikvirus auch die Zah] der reduzierend wirkenden Gruppen 
und der mit Folins Phenolreagens nachweisbaren Gruppen abnimmt 
[Ross und Stanley (18)]. 


Unsere Versuche erkliren jedoch unabhingig von jeder Theorie 
die Griinde, warum der Glykokollpuffer fiir die MKS.-Vaccine wichtig 
ist. Er verhindert eine unerwiinschte Nachwirkung des Formaldehyds 
auf das Antigen, ohne dabei infolge der erst langsam einsetzenden 
Methvlenglykokollbildung die notwendige erste Einwirkung des 
Formaldehyds zur Vernichtung der Pathogenitiit zu stéren. Ebenso 
erhiilt die Notwendigkeit der Wahl eines py von 9 eine neue Erklirung. 
Man arbeitete zuniichst bei dieser Reaktion, weil hier das Maximum der 
Adsorption lag. Jetzt: ist erwiesen, daB praktisch erst bei einem pu von 
etwa 9 die Methylenglykokollbildung ausreichend einsetzt und da 
die erhéhte Haltbarkeit der Vaccine bei niedrigen Temperaturen (+- 3° C) 
unter anderem auch darauf beruht, daB der Gehalt an freiem Form- 
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aldehyd in der Kalte wesentlich geringer ist als bei Zimmertempers ur 
Das Gleichgewicht zwischen Formaldehyd, Glykokoll und Methy|en. 
glykokoll stellt also ein elastisches System dar, das in allen seinen 
Kigenschaften den Bediirfnissen der Bereitung einer Vaccine gegen (ie 
MKS. in idealer Weise entspricht. Ein Teil des rein empirisch gefundeijen 
Herstellungsverfahrens des Impfstoffes hat hierdurch seine Erklarung 
gefunden. 
Zusammenfassung, 


1. Die chemischen Vorgiinge zwischen zwei Komponenten eines 
Adsorbatimpfstoffes, dem Glykokoll und dem Formaldehyd, werden 
qualitativ und quantitativ untersucht. Das Gleichgewicht zwischen 
freiem Formaldehyd, Glykokoll und dem aus beiden bei niedrigen 
Temperaturen entstehenden Methylenglykokoll hingt stark von der 
Wasserstoffionenkonzentration und Temperatur ab. Mit steigendem: ), 
und sinkender Temperatur wird die Aufspaltung des Methylenglykokolls 
verringert. Das fiir die Impfstoffwirkung wichtige Aluminiumhydrox yd 
vermindert durch seinen geringen Gehalt an Ammonsalzen die Konzen- 
tration des Impfstoffes an freiem Formaldehyd. Die Zusammenhiinge 
zwischen dem pu-Wert und dem Gehalt an freiem Formaldehyd werden 
graphisch dargestellt, auBerdem wird auf indirektem Wege eine Be- 
stiitigung der Bildung von Methylenglykokoll aus Formaldehyd und 
Glykokoll gegeben. 


2. Durch Erhéhung des Gehalts an Glykokoll la8t sich der Gehalt 
an freiem Formaldehyd beliebig vermindern. Diese Reaktion kann 
durch Zusatz von Ammoniumionen verstirkt werden. 
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(‘ber die Geschwindigkeit des Zuckerverbrauches 
durch Streptokokken in frischen und 
regenerierten Nihrbéden. : 
Von 
A. Damboviceanu, H. Roth und E. Angeleseu. 


(Aus dem Serologischen Institut ,,Dr. 1. Cantacuzino“ und dem Laboratorium 
fiir organische Chemie der Universitat Bukarest.) 


(Eingegangen am 14, Juli 1943.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Schon seit langerer Zeit haben die Mikrobiologen beobachtet, dab 
ein Nahrboden, auf dem sich ein Keim iippig entwickelt hat, zu einer 
neuen Aufzucht nicht mehr verwendet werden kann, da die Keime 
darauf nur diirftig oder iberhaupt nicht mehr wachsen. 


Besredka! war der erste, der diesem Phiinomen eine Erklirung zu 
geben suchte, indem er die Eigenschaften der Filtrate von Strepto- 
und Staphylokokkenkulturen studierte. Er beobachtete, daB der in 
einem homologen Filtrat eingesiite Staphylococcus nicht abstirbt, sich 
aber darin nicht vermehrt, wiihrend andere Bacterien darin gut gedeihen. 
Er schrieb dies dem Auftreten eines Faktors im Niahrboden -zu, der 
das Wachstum der Bacterien hemmt. Besredka nahm an, daB diese 
Substanz streng spezifisch ist, da sie die Entwicklung des Keimes, von 
dem sie stammt, verhindert, und da8 sie thermostabil ist, da sie einer 
Erhitzung auf 120°C widersteht. Diese antagonistische Substanz, 
oder ,,Antivirus“* nach Besredka ist nicht giftig und befindet sich im 
Innern des Bacterienleibes neben dem thermolabilen Virus. Sie trennt 
sich leicht von den Bacterien und lést sich im Nihrboden. Auf Grund 
der vermuteten Existenz dieses im Filtrat vorhandenen Prinzips nannte 
Besredka solche Niihrbéden ,,geimpfte Nihrbéden“. Barg? setzte 
Besredkas Arbeit fort und bestitigte dessen Beobachtung, nimlich, 
daB die Filtrate zu einer neuen Aufzucht unbrauchbar sind. Er arbeitete 
mit Streptokokken. Allein es gelang ihm nicht, die spezifisch-hemmende 
Substanz nachzuweisen. Er fand seinerseits, daB das Filtrat einer 
Streptokokkenkultur, welches fiir das Wachstum von Streptokokken 
unbrauchbar geworden war, die Fihigkeit, reiche Streptokokken- 
kulturen zu liefern, wiedererlangt, wenn ihm Glucose, Lactose oder 
Maltose zugefiigt werden. : 

1 A, Besredka, C. r. Soc. de Biol. 89, 7, 1923. — ? @. Barg, Centralbl. f. 
Bakt., Orig. I, 101, 328, 1927; 102, 404, 1927. 
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Da Bargs Arbeiten von keinem Forscher fortgefiihrt wurden \inq 
die Frage des Vorhandenseins einer hemmenden Substanz noch nic it 
vollig geklirt war, wurde das Studium dieses Problems von uns juf 
Anregung unseres verehrten, inzwischen verstorbenen Lehrers, Profes<:. 
J. Cantacuzino, wieder aufgenommen, insbesondere vom physikalise)). 
chemischen Standpunkt. In einer Reihe von friiher veréffentlichten 
Arbeiten haben A. Démboviceanu und H. Roth! die physikalisc\.. 
chemischen Verinderungen eines Nihrbodens verfolgt, in dem ein 
Streptococcus geziichtet worden war. (Der benutzte Streptococcus. 
stamm war von einem Erysipelkranken am 9. Oktober 1920 isoliert 
worden und ist im Katalog der Mikrobensammlung des ,,I. Cantacuzino 
Instituts pnter Nr. 67 verzeichnet.) 

Sie versuchten, die erschépften Niihrbéden zu regenerieren, inde 
sie diesen diejenigen Bestandteile zusetzten, die bedeutende Anderungen 
aufwiesen. 

Diese Versuche wurden auf zwei vom physikalisch-chemischen 
Standpunkt wesentlich verschiedenen Nihrsubstraten durchgefiihrt, 
die sich aber als gleich geeignet fiir Streptokokkenkulturen erwiesen 
hatten: nimlich auf dem synthetischen Nahrboden nach Truche wid 
in einer Phosphatbouillon. 

Ein Vergleich der auf diesen beiden Naihrbéden erzielten Ergebnisse 
muBte entscheiden, ob die Veriinderungen in beiden Fiillen die gleichen 
sind, da sie durch den normalen Metabolismus der Bacterien verursacht 
werden, und ob die Regenerierung der Nihrsubstrate in gleicher Weise 
bewerkstelligt werden kann. 

Es zeigte sich fiir beide Nihrbéden, daB die wichtigsten Ver- 
iinderungen, welche die Entwicklung der Streptokokken hervorrief, die 
folgenden sind: Verschwinden des Zuckers und Verschiebung des 
pu-Wertes von 7 auf 5,4. Die anderen Verinderungen, wie Zunahme 
des Ammonium-Stickstoffwertes oder leichte Erniedrigung der Pepton- 
zahl usw., scheinen keine groBe Rolle zu spielen. 

Ein fiir das Streptokokkenwachstum ungeeignet gewordener Naiir- 
boden kann durch Zusatz von Glucose und Verbesserung der Aciditiit 
wieder regeneriert werden, so daB er befiihigt wird, ebenso reiche 
Kulturen wie der Initialnihrboden zu geben. Auf diese Weise ist es 
gelungen, bis zu 12 aufeinanderfolgende Regenerierungen des Nahvr- 
bodens zu erzielen. 

Bei Regenerierungsversuchen mit anderen Zuckerarten zeigte sic!i 
da Livulose, Lactose und Mannit einen erschépften Nihrboden ebenso 
gut wie Glucose regenerieren, da aber Saccharose, Maltose, Glyceri 
und Amygdalin diese Fahigkeit in einem geringeren Grade besitzen. 


1 4. Dimboviceanu u. H. Roth, C. r. Soc. de Biol. 128, 61, 1936. 
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Aus diesen: Untersuchungen geht deutlich hervor, daB die in einem 
Nihrboden infolge der Entwicklung von Streptokokken vorsichgehen- 
den Veranderungen die Folgen des normalen Bacterienmetabolismus 
sind, der das Verschwinden gewisser, fiir deren Entwicklung unent- 
behrlicher Substanzen hervorruft. Diese Verinderungen werden nicht 
durch das Auftreten einer spezifischen hemmenden Substanz hervor- 
gerufen. : 

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse setzten wir unsere 
Untersuchungen fort, indem wir den stiindlichen Zuckerverbrauch 
in einem Nihrboden bestimmten, der mit demselben Streptokokken- 
stamm beimpft worden war. 

Unsere Arbeitshypothese war die folgende: 

Die oben angefiihrten Resultate hatten deutlich bewiesen, daB der 
Zucker das Hauptelement fiir die Entwicklung der Streptokokken war: 
folglich miiBte uns die Kurve, die das stiindliche Verschwinden des 
Zuckers darstellt, einen Hinweis iiber den Entwicklungsrhythmus der 
Bacterien geben. Ein Vergleich zwischen den Zuckerverbrauchskurven 
in einem frischen Nihrboden und in einem, der vorher erschépft und 
dann wieder regeneriert worden ist, kénnte uns vielleicht das Vorhanden- 
sein der hemmenden Substanz im Nihrboden durch deren Wirkung auf 
den Entwicklungsrhythmus der Bacterien in den ersten Stunden nach 
der Beimpfung des Nahrbodens beweisen. 

Wir untersuchten nun erstens die Geschwindigkeit des Zuckerabbaus 
in frischen Nihrbéden; zweitens wiederholten wir dieselben Versuche 
mit zuvor erschépften und dann durch Zugabe von Zucker wieder 
regenerierten. Nihrbéden. 


Versuche mit frischen Nahrbéden, 


Es wurden die Schwundkurven fiir Glucose sowie auch fiir andere 
Zuckerarten untersucht, die geeignet sind, erschépfte Nihrbéden, in 
welchen Streptokokken geziichtet worden waren. zu regenerieren. Wir 
haben als Monosaccharid Fructose gewihlt und als Disaccharid einen 
direkt reduzierenden Zucker = Lactose und einen nicht reduzierenden 
Zucker = Saceharose. Von den beiden Disacchariden regeneriert das 
erste einen Naihrboden ebenso gut wie Glucose, das zweite aber etwas 
weniger gut. 

Folgende Technik wurde angewandt: 

Es wurde ein Nahrboden nach Truche mit 2 g Zucker (Glucose, Fructose, 


Lactose oder Saccharose) pro 1000 ccm vorbereitet und in 2-Liter-Glaskolben 
verteilt, so daB jeder Kolben 1000 com Nahrboden enthielt. 
Nach Sterilisation und Erkalten wurden die Kolben mit 24stiindigen 


Streptokokkenkulturen beimpft. Die Bacterien wurden vorher an den ent- 
sprechenden Zucker adaptiert. Die beimpften Kolben kamen in den Brutschrank 
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(37°); alle Stunden wurden ungefahr 30 ccm Kultur steri] entnommen und sofort 
mittels eines Ek.-Seitz-Filters filtriert. Das Filtrat diente nach Enteiweifiuny 
mit Pateinreagens zur Bestimmung des reduzierenden Zuckers. Nach jeder 
Kulturentnahme wurde auch das Ausselen der Fliissigkeit untersucht, da dic 
Entwicklungsintensitat der Streptokokken nach dem Triibungsgrade des Nilir- 
bodens beurteilt wurde. 


Versuche mit Traubenzucker (Glucose), 


In Tabelle I sind die mit normalen T'ruche-Nihrboden (2 ¢° ,, 
Glucose) erhaltenen Resultate verzeichnet. In der zweiten Kolonne ist 
die Menge der zuriickgebliebenen Glucose, in der dritten das py und 
in der vierten der Kulturreichtum, der qualitativ durch Triibungs. 
intensitit ausgedriickt ist, eingetragen. Der Glucoseschwund im Niihr- 
boden ist in Abb. 1 (ausgezogene Kurve) dargestellt. 


Tabelle I. Glucoseverbrauch im Laufe von 24 Stunden. 
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Der Vergleich unserer Er- 
gebnisse mit denen von Bucha- 
nan} fiihrte zu einer Reihe in- 
teressanter Feststellungen, die 
einen ausdriicklichen Paralle- 
lismus zwischen der Geschwin- 
digkeit des Glucoseschwundes 
und den ersten Phasen der 
Keimentwicklung zeigen. 
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die Glucosemenge unverindert (2,47 g°/99) und der Nahrboden klar 
bleiben. Wir vermuten, daB diese Periode der stationiiren Phase 
entspricht, in der keine Vermehrung der Zellen stattfindet (sie dauert 
etwa 1 Stunde). Es folgt dann eine zweite Periode, die zwischen 2 bis 
5 Stunden nach dem Einsiien des Streptococcus liegt, und wiihrend der 
eine Verminderung der Glucosezahl (von 2,47 auf 2,06 g/o9), jedoch 
keine deutliche Triibung des Nihrbodens zu beobachten ist. 

Diese Periode kénnte der ,,Lagphase‘‘ von Buchanan entsprechen, 
deren Eigentiimlichkeit eine unnatiirliche Vergr6Berung der vorhandenen 
Zellen ohne sichtbare Vermehrung ist. 6 bis 10 Stunden nach dem 
Einsiien wird eine schnelle Abnahme der Glucose (von 1,76 auf 0,20 g®/o9) 
festgestellt, die bestimmt im Zusammenhang mit einer intensiven 
Entwicklung der Streptokokken ist. Diese Periode kann mit der ,,loga- 
rithmischen Phase“ identifiziert werden, wihrend der die Vermehrung 
der Zellen sehr intensiv vor sich geht. Wenn wir neben dem Glucose- 
schwund auch die Senkung des py-Wertes betrachten, beobachten wir, 
daS 11 Stunden nach dem Einsiien das Anfangs-py von 7 auf 5,4 
sinkt. Es ist bekannt, daB diese Aciditit sehr ungiinstig fiir die Ent- 
wicklung der Streptokokken ist. Andererseits wurde es im Laufe der 
Versuche zur Verbesserung des Niihrbodens klar, da eine Menge von 
mindestens 0,5 g°/9) Glucose fiir das Leben des Streptococeus ndétig 
ist. Wenn wir diese beiden Faktoren, d.h. die Erniedrigung des py- 
Wertes und die Erschépfung des Nihrbodens an Glucose, in Betracht 
ziehen, scheint uns der SchluB berechtigt, daB die Gestalt der Kurve 
bis zur logarithmischen Phase damit erkliirt werden kann. 

Nach dieser Phase bietet die Aciditit des Nihrbodens und sein 
Gehalt an den wichtigsten Substanzen eine so groBe Verinderung, dah 
die Entwicklung der Streptokokken im zweiten Teile des Experiments 
natiirlicherweise sehr langsam vor sich geht und véllig aufhéren muB, 
sobald die im Nihrboden zuriickgebliebene Glucosemenge sich unter 
0,05 g%/o9, also praktisch Null, erweist. 

Wir glauben behaupten zu diirfen, daB der Rhythmus des Glucose- 
verbrauchs, den man in einer Streptokokkenkultur wihrend der ersten 
10 Stunden nach dem Einsien feststellt, der Entwicklung derselben 
genau entspricht. 


Untersuchungen mit Fruchtzucker (Fructose). 


In Tabelle II sind die Resultate fiir den Naihrboden nach Truche 
mit 2 g°/o9 Fructose zusammengestellt. Die Betrachtung der Ergebnisse 
zeigt uns auch fiir die Fructose einen unregelmifigen Verbrauch des 
reduzierenden Zuckers, welcher im allgemeinen dem GlucoseprozeB 
ihnlich ist (es bleiben 0,30 g°/o9 Fructose iibrig). und daB nach 24 Stunden 
die ganze Menge praktisch verschwunden ist (Rest nur noch 0,05 g®/o9). 
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Tabelle I]. Fructoseverbrauch im Laufe von 24 Stunden. 





ee 


Zeit Fructose Entwicklung der Zeit Fructose Entwicklung der 
in Stunden = g in 1000cem = Streptokokken in Stunden g in 1000cem Streptokok ken 


2,00 0,72 
2,00 - 0,66 
2,00 0,46 
2,00 —+- 0,30 
2,00 4- 0,30 
2,00 + é 0,30 
0,88 i. 0,05 





Jedoch in den ersten Stunden nach dem Einsiien bemerkt man einen 
auffallenden Unterschied. Bei Glucose stellt man einen Zuckerverbrauct 
schon 2 Stunden nach dem Einsiien fest, wihrend die Fructosemenze 
5 Stunden nach dem Einsiien unverindert bleibt. 

Die Gestalt der Zuckerverbrauchs 
kurve 14Bt vermuten, da hier die 
,,Lagphase“’ mit der stationiren zu- 
sammenflieBt, wobei sich fiir beide eine 
gleiche Abnahme der Zuckermenge 
ergibt. 

6 Stunden nach dem Einsiien er- 
folgt ein schneller Verbrauch der Fruc. 
tose und zur selben Zeit eine Verstiir- 
kung der Triibung des Niihrbodens, was 
ein Zeichen einer intensiven Entwicklung 
der Bacterien ist. Diese Periode eut- 
Abb. 2. Fructose. spricht bestimmt der logarithmischen 

Phase der Vermehrung. 
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Da die Menge der nach der logarithmischen Phase zuriickgebliebenen 
Fructose sehr klein und ungeniigend fiir die normale Entwicklung de: 
Streptokokken ist, kann auch die Zuckerschwundkurve uns keinen 
Nachweis tiber die Entwicklung des Mikroorganismus geben. Wie min 
sieht, sind die fiir Fructose erhaltenen Ergebnisse mit denen fiir Glucose 
vergleichbar, auBer in den ersten Stunden nach der Beimpfung. Dieser 
Unterschied kann dadurch erklirt werden, daB die Periode der An- 
passung des Streptococcus an den Nihrboden mit Fructose linger ist 
als an den Nihrboden mit Glucose. Nachdem die Lagphase zu Ende ist. 
geht die Entwicklung des Streptococcus im Nihrboden mit Fructose 
sehr intensiv vor sich und nach 24 Stunden ist die ganze Zuckermenye 
verbraucht. 


Untersuchungen mit Milehzucker (Lactose). 


In Tabelle III sind die fiir den Nahrboden nach T'ruche mit 2 ¢° 9» 
Lactose erzielten Ergebnisse zusammengefaBt, der Zuckerverbrauch ist 
graphisch in Abb. 3 dargestel!t. 





Uber Geschwindigkeit des Zuckerverbrauches durch Streptokokken. 221 


Tabelle III. Lactoseverbrauch im Laufe von 24 Stunden. 








Zeit Lactose Entwicklung der Zeit Lactose Entwicklung der 
in Stunden § g jn 1000 cem | Streptokokken in Stunden’ g in 1000cem | Streptokokken 


1,94 14 0,48 +++ 
1,94 , 15 0,34 +++ 
1,94 + 16 0,34 
1,94 Lt. 17 0,34 
1,51 : : 18 0,34 
0,95 + +-+- 19 0,34 
0,56 + -+- -+- 20 0,34 

9 0,56 fo fp 21 0,15 

10 0,56 +1 22 0,07 

11 0,48 “het 23 0,07 

12 0,48 4 24 0,07 

13 048 |. 





Die Gestalt der Lactosekurve ist in allem der der Fructose analog. 
Auch hier ist festzustellen, daB dem ‘Rhythmus des Verschwindens des 
Zuckers in den ersten Stunden und der Intensitét der Bacterienentwick- 
lung nach die Lagphase mit der 20 
stationiiren Periode zusammen- to 
fillt und beide zusammen etwa 16+ } 
5 bis 6 Stunden dauern. Es 
folgt dann die logarithmische 
Phase der Entwicklung, deren 
Charakterzug das rasche Ver- 
schwinden des Zuckers ist. Je- 
doch wird hier ein etwas lang- 
samerer Verbrauch des Zuckers 
als bei den bisher untersuch- ; r, 
ten Zuckerarten sichtbar, da Abb. 3. 
10 Stunden nach dem Einsien 
noch 0,56 g°/o, Lactose im Nahrboden zu finden sind, wihrend nach 
derselben Zeit nur 0,20 g9/o, Glucose und 0,30 g°/o9) Fructose iibrig- 
bleiben. Kurz gesagt kénnen wir behaupten, dal die Periode der 
Anpassung des Streptococcus an einen Nihrboden mit Lactose linger 
als die an einen mit Glucose und ebenso lang wie an einen mit 
Fructose ist. Die Geschwindigkeit des Lactoseschwundes in den ersten 
Stunden ist zwar etwas geringer, jedoch findet man 24 Stunden nach 
dem Einsiien nur noch 0,07 g°/o) Lactose. Dieses fast véllige Ver- 
schwinden der Lactose entspricht emer reichen Bacterienentwicklung. 














49 
la 


Lactose. 


Untersuchungen mit Rohrzucker (Saecharose), 


Bei unseren Versuchen, die Nihrbéden zu regenerieren, stellten wir 
fest, daB Saccharose zwar die Fihigkeit besitzt, den erschépften Nahr- 
boden zu regenerieren, da aber die Streptokokkenkultur in diesem 
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Falle weniger reich ist. Dies zeigt, daB Saccharose etwas weniger 
wichtig als Glucose ist. Dieser Unterschied kinnte von Anfang an damit 
erklirt werden, daB die Saccharose hydrolysiert sein muB, bevor sie 
benutzt werden kann. Die Bacterien fiihren diese Hydrolyse waiir- 
scheinlich auf enzymatischem Wege aus. Da die Saccharoseverbrauc!)s- 
kurve dariiber Aufschlu8 geben kénnte, haben wir einen Niihrboden 
nach 7'ruche mit Saccharose als Quelle des Kohlenhydrats nach dei). 
selben Verfahren wie vorher bereitet. 

Alle 15 Minuten im Laufe der ersten Stunde und dann alle Stunde 
entnahmen wir dem Nihrboden etwa 60 ccm der Streptokokkenkultur, 
die mittels eines Ek-Sevtz-Filters filtriert wurde. Die Hilfte dieses 
Filtrats wurde mit Pateinreagens enteiweiB8t und fiir die Bestimmung 
des direktreduzierenden Zuckers verwendet. Die andere Hilfte wurde 
einer sauren Hydrolyse unterworfen (8,87 ccm Salzsiiure, d = 1,24 fiir 
100 cem Filtrat). Die Fliissigkeit wurde im Wasserbade wiihrend 
8 Stunden erhitzt. Die hydrolysierte Fliissigkeit wurde so wie der nicht 
hydrolysierte Nihrboden enteiweiBt. 


Tabelle IV. _Rocahareneverseneet im Laufe von 24 Stunden. 





il ray: j 
‘Genet | | Gesamt- . 
Direktredu-| Entwicklung l Direkt redu-| . Entwicklung 
zierender zucker der Strepto- Zeit in | zierender | zucker der Strepto- 


nach der Stunden || nach der Ha 
Zucker Hydrolyse kokken I Zucker | Hydrolyse kokken 


Zeit in 
Stunden 


0 0,20 2,04 vi ae | 0,72 
0,25 0,94 | 2,04 — 12. | 5 fo ee 
0,50 1,06 2,04 oa 13 8 0,66 
0,75 1,42 | — 14 | 0,45 

1,18 é ~— 16 | : 0,45 
16 | 0,45 
17 | 0,45 
- 18 | 0,45 
R 19 | 0,30 
ob 20 0,30 
ua 21 0,20 
4 +4. 24 0,30 
cht 


- 


oh 
| 


. 


SSeESeesssss 
“1 <1 <=) «]l<] <1 ~] 
bO DO dO 60 ©O DO bo 00 
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Die Gestalt der Saccharoseschwundkurve (der nach der Hydrolyse 
bestimmte Zucker ist durch eine ausgezogene Linie dargestellt) ist im 
allgemeinen den vorigen Kurven gleich. Es wird jedoch eine mengen- 
miBige Differenz sichtbar, die uns zeigt, daB die Geschwindigkeit des 
Saccharoseschwundes kleiner als die der anderen Zuckerarten ist. 
Wenn man z. B. von derselben Zuckerkonzentration von etwa 2 g° »y 
ausgeht, so stellt man 10 Stunden nach dem Einsien fest, da8 in Niihr- 
béden mit Glucose 0,20 g®/o9, in Naihrbéden mit Fructose 0,30 g®/o9, in 
Nahrbéden mit Lactose 0,56 g°/o9, in Néahrbéden mit Saccharo-e 
aber 1,24 g°/o9 Zucker iibrigbleiben. . 
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Man sieht daraus, daB der Saccharoseschwund in den ersten 10 Stun- 
den viel kleiner ist als der der anderen Zuckerarten. Was die ver- 
schiedenen Entwicklungsphasen der Streptokokkenkultur betrifft, be- 
merken wir, daB der Nahrboden sich schon: nach 4 Stunden triibt, 
also bevor man einen nennenswerten Zuckerverbrauch feststellen kann. 
Dieses Ergebnis zeigt uns, dab 





g, 
; Gays a ‘ 7o 
die stationiire Periode und die a a 
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Lagphase kurz und deswegen 
denen der Glucosenihrbéden 6 
ihnlich sind. Sobald die Ent- 
wicklung der Bacterien in die 
logarithmische Phase iibergeht, 
hért die Ahnlichkeit mit der 
Glucose auf, da der Saccha- 
roseverbrauch langsamer vor OF 
sich geht. Dieser Unterschied 
kann, wie erwihnt, darauf zu- 
rii¢ckgefiihrt werden, daB die Abb. 4. 
Saccharose zuerst hydrolysiert Saccharose. Gesamtzucker 

is ™ Direkt reduzierender Zucker —- 
werden mu, ehe sie von den 
Mikroben verbraucht werden kann, und dab die verwertbare Zucker- 
menge deswegen kleiner ist, was eine schwiichere Entwicklung in 
der logarithmischen Phase verursacht. Die Menge des direkt redu- 
zierenden Zuckers (2. Kolonne der Tabelle [V, punktierte Linie der 
Abb. 4) nimmt schnell bis zu einem deutlichen Maximum zu und dann 
rasch ab. Der gréBte Wert des reduzierenden Zuckers wird 45 Minuten 
nach dem Einsiien erreicht. Die Gestalt der Kurve erinnert an kon- 
sekutive Reaktionen, was beweist, daB die Saccharose zuerst hydrolv- 
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Luckerkone. 
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siert werden mu8B und erst dann von den Bacterien benutzt werden 
kann. Die Menge des reduzierenden Zuckers entspricht innerhalb 
24 Stunden nicht einer totalen Hydrolyse der Saccharose; dies bestiitigt 
die oben geiiuBerte Hypothese, nach welcher ein deutlicher Unter- 
schied zwischen Saccharose einerseits, Glucose und Fructose anderer- 
seits besteht. Die Gestalt der Kurve des direkt reduzierenden Zuckers 
und auch die Tatsache, daB derselbe schon 15 Minuten nach dem Ein- 
sien der Streptokokken im Niihrboden erscheint, spricht zugunsten der 
Hypothese, da8 der Streptococcus ein Enzym ausscheidet, das im- 
stande ist, die Saccharose zu hydrolysieren. Um dies zu beweisen, 
unternahmen wir eine Reihe von Versuchen, von denen wir die fol- 
genden erwiihnen. 

In unseren ersten Versuchen wollten wir zeigen, daB ein Nihr- 
boden, in welchem eine Streptokokkenkultur sich in Gegenwart von 
Saccharose entwickelt hat, die Eigenschaft erlangt, dieselbe zu hydro- 
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lysieren, und daB er diese Eigenschaft nach Filtrieren mittels Ek-S¢ it. 
Filters bewalrt. 

Fiir diese Versuche haben wir einen Nahrboden nach Truche mit 
2 g°/o9 Saccharose als Kohlenhydratquelle bereitet und denselben mit 
einer Streptokokkenkultur beimpft; nach 24stiindigem Aufenthalt im 
Brutschrank, in welcher Zeit eine reichliche Kultur sich entwickelt 
hatte, wurde die Fliissigkeit durch einen Ek-Seitz-Filter filtriert. Dieses 
Filtrat wurde auf seine hydrolysierende Wirkung fiir Saccharose unter- 
sucht. 

Zu 400 ccm Filtrat wurden 4 ccm einer sterilisierten 20° igen 
Saccharoselésung zugefiigt, um eine Konzentration von 2 g® /og Saccharose 
zu erhalten. 

Sofort danach wurden 25 cem entnommen, welche mit vorher in 
einem Glaszylinder vorbereiteten Pateinreagens versetzt wurden. 
Nach der Fallung wurde der reduzierende Zucker bestimmt. Der Rest 
des Filtrats wurde im Brutschrank bei 37° stehengelassen und von Zeit 
zu Zeit eine aliquote Probe entnommen, in der nach EnteiweiBung der 
reduzierende Zucker bestimmt wurde. Die erhaltenen Ergebnisse sind 
in Tabelle V in Kolonne 2 eingetragen und in Abb. 5 graphisch dar- 
gestellt (ausgezogene Linie). 

Tabelle V. Hydrolyse der Saccharose in einem vorher erschépften 
Nahrboden, der 2g Saccharose enthialt. 





Zeit 
in Stunden 


Zeit Direkt reduzierender Zucker in g 

Pu = 5,6 Pu=56 | pPy=7,0 
aa 

0 0.50 0,66 es 


1 
0,25 0,59 3 1,37 
0,50 0,50 é 24 1,54 


Direkt reduzierender Zucker in g 








in Stunden 





Diese Ergebnisse zeigen 
uns, da im Filtrat eine Menge 
von 0,50 g%/o9 reduzierenden 
Zuckers existiert, die zuerst 
unverindert bleibt, dann am 

Anfang schneller, spiiter lang- 
cine ae samer zunimmt wjynd_ nach 

24 Stunden 1,54 g°/o9 erreicht. 

Die Versuche wurden in 
| einem Nihrboden durchgefiihrt, 
0 8 te % 20 Std dessen Reaktion nicht ver- 

Abb. 5. Hydrolyse der Saccharose in einem bessert worden, und dessen / 
vorher erschépften Naihrboden. gleich 5,6 war. Da die saure 
Reaktion des Nihrbodens selbst die Hydrolyse der Saccharose hervor- 
rufen konnte, wiederholten wir unseren Versuch, indem wir das /, 


~~ 


eduererender Lucker 
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des erschépften Nihrbodens auf 7 einstellten. Wir arbeiteten genau so, 
wie in den vorhergehenden Versuchen. 

Die Resultate sind in Tabelle V, Kolonne 3, und graphisch in 
Abb. 5 (punktierte Linie) zusammengefaBt. Man ersieht, da die 
Hydrolyse der Saccharose bei py = 7 noch viel intensiver ist als bei 
pu = 5,6. Daraus schlieBen wir, daB die Hydrolyse der Saccharose 
nicht auf die Aciditit des Niaihrbodens (py = 5,6), sondern auf ein 
Enzym zuriickzufiihren ist, das bei py = 7 besser wirkt. 

Die enzymatische Natur der Saccharosehydrolyse konnte noch 
durch folgende Versuche erwiesen werden. 

1. Die hydrolysierende Wirkung des Nihrbodens, in welchem eine 
Streptokokkenkultur sich in Anwesenheit von Saccharose entwickelt 
hat, verschwindet beinahe vdéllig nach zweistiindiger Erhitzung in 
siedendem Wasser. 

2. Die hydrolysierende Wirkung des Niihrbodens verschwindet 
beinahe vollstindig nach halbstiindiger Erhitzung im Autoklaven 
bei 120°. 

3. Die hydrolysierende Wirkung des Nihrbodens wird durch 
einen Aufenthalt von mehreren Tagen im Brutschrank stark vermindert. 

Zwar kénnen die Streptokokken auch im Nahrboden mit Sac- 
charose wachsen, ihre Entwicklung ist aber in der logarithmischen 
Phase etwas langsamer. 

Ein Vergleich der Menge des gesamten und des direkt reduzierenden 
Zuckers des Nihrbodens zeigt, dai der direkt reduzierende Zucker der 
gesamten Saccharose nicht entspricht. Dies kann die Tatsache er- 
kliren, da die Entwicklung der Streptokokkenkultur im Niahrboden 
mit Saccharose in der logarithmischen Phase langsamer vor sich geht 
als in Anwesenheit von anderen Zuckerarten. Nach 24 Stunden jedoch 
ist die Saccharose wie auch die anderen Zuckerarten beinahe vollstindig 


verbraucht. . 
* * 


Wenn wir alle diese Ergebnisse in Betracht ziehen, kénnen wir 
folgendes feststellen: 

Die Schwundkurve des Zuckers im Nihrboden spiegelt die Ent- 
wicklungsphasen der Streptokokkenkultur in den ersten Stunden nach 
der Einsaat ab. Man kann besonders gut die stationiire, die Lagphase 
und die logarithmische Phase zum Erscheinen bringen. 

Die Gestalt der Kurven fiir die verschiedenen bis jetzt untersuchten 
Zuckerarten ist im ganzen iihnlich, es ist jedoch ein quantitativer 
Unterschied zwischen den Zuckerarten zu ersehen. 


Die Lagphase bei Glucose wird schon 2 Stunden nach der Einsaat 
wegen eines recht betrichtlichen Zuckerverbrauchs (etwa 17°, des 
gesamten Zuckers) sichtbar. 
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Fiir die Fructose, Lactose und Saccharose kann die Lagphase nic\it 
identifiziert werden, sie faillt mit der stationiren Phase zusammen, da 
eine Abnahme der Zuckermenge erst 5 Stunden nach dem Einsiien 
nachweisbar ist, also nachdem die logarithmische Periode der Ver- 
mehrung eingetreten ist. Dieser Unterschied zeigt uns, daB die Periode 
der Anpassung der Streptokokken an den Niihrboden mit Glucose 
kiirzer ist als in denen mit anderen Zuckerarten. 

Die logarithmische Phase der Vermehrung kommt in einem schroffen 
Fall der Zuckerkurve zum Ausdruck. Die Geschwindigkeit, mit welcher 
der Zucker aus dem Niahrboden verschwindet, nimmt fiir die ver. 
schiedenen Zuckerarten in der folgenden Ordnung ab: 

Glucose > Fructose > Lactose > Saccharose. 

Fiir die Saccharose besonders ist die Abnahmegeschwindigkeit in 
dieser Periode klein. 

Diese Eigenschaft der Saccharose kann der Tatsache zugeschriehen 
werden, daB dieser Zucker vor dem Verbrauch hydrolysiert werden 
muB, was aus dem Aussehen der entsprechenden Kurven des redu- 
zierenden Zuckers klar wird, der ein ausgesprochenes Maximum im 
Laufe der ersten Stunden nach der Einsaat durchliuft. 

Die Bestimmung des reduzierenden Zuckers zeigt uns, daB auch 
24 Stunden nach der Einsaat eine vollstindige Hydrolyse der Saccharose 
nicht eintritt. Der Streptococcus hydrolysiert die Saccharose auf enzy- 
matischem Wege und der Niihrboden, in welchem die Bacterien in An- 
wesenheit von Saccharose gewachsen sind, erhilt hydrolysierende 
Eigenschaften fiir diesen Zucker. Offenbar beruht der Unterschied 
im Aussehen der verschiedenen Zuckerarten auf der ungleichen An- 
passung des Streptococcus. Es ist interessant, daB dieser Unterschied 
nur im Laufe der ersten 12 Stunden nach der Einsaat auftritt. Denn 
wenn der Nihrboden nach 24 Stunden untersucht wird, stellt man 
fiir alle Zuckerarten ein beinahe vélliges Verschwinden derselben aus 
dem Nihrboden fest. 

Auf Grund obiger Versuche kann man absclilieBend folgendes 
feststellen : 

Die Schwundkurve des Zuckers fiir die ersten Stunden nach dem 
Besiien des Nihrbodens mit einer Streptokokkenkultur kann wichtige 
Hinweise iiber den Grad der Intensitit der Entwicklung desselben 
geben und besonders iiber die Periode der Anpassung an den gegebenen 
Nahrboden. 


Tee 


Versuche mit erschépften und wieder regenerierten Nihrbéden. 

Wie wir in der Einleitung erwihnten, haben wir einige Versuclie 
angestellt, um die Frage der Existenz einer hemmenden Substanz im 
Nahrboden zu kliren. 
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Fiir diese Versuche gingen wir von den folgenden Betrachtungen aus: 

Wie unsere Untersuchungen zeigten, kann man bei Ziichtung von 
Streptokokken in mit verschiedenen Zuckerarten bereiteten Naihrbéden 
24 Stunden nach dem Einsiien keinen Unterschied in ihrem Verhalten 
feststellen. Wenn man aber die Streptokokkenkultur jede Stunde priift, 
heobachtet man im Laufe der ersten Stunden nach der Einsaat Ver- 
schiedenheiten zwischen den Zuckerarten, die auf ungleiche Anpassung 
guriickzufiihren sein diirften. 

Wenn tatsiichlich eine hemmende Substanz im Nahrboden auf- 
trite, miiBte sie eine bestimmte Verliingerung der Periode der Anpas- 
sung hervorrufen, obwohl der Verbrauch an Zucker derselbe wire. 
Diese Verlingerung der Anpassungsperiode kénnte nachgewiesen 
werden, indem man die Kulturen in den ersten Stunden nach der Ein- 
saat priifen wiirde. Um dies zu kontrollieren, haben wir folgende Ver- 
suche unternommen: Wir bereiteten einen normalen Nihrboden mit 
Glucose und ziichteten darauf eine Streptokokkenkultur (Stamm 67) 
wihrend 24 Stunden. Nach Erschépfung wurde der Nihrboden durch 
einen Seitz-Filter filtriert, sterilisiert und dann durch Verbesserung 
des pu-Wertes und Zugabe von Glucose regeneriert. 

Die Streptokokken wurderi dann wieder darauf eingesiit und die 
Kulturen stiindlich im Laufe der nichsten 24 Stunden auf Glucose 
gepriift. In einer Reihe von Versuchen haben wir einerseits die Glucose 
des Nihrbodens bestimmt und andererseits die Entwicklung der 
Streptokokken nach dem Triibungsgrade des Nihrbodens beurteilt. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle VI zusammengestellt. Um unsere 
Resultate leichter mit den bei frischen Nihrbéden erhaltenen zu ver- 
gleichen, haben wir auch diese in die Tabelle VI eingetragen. 

Die Ergebnisse sind auch in Abb. 1 graphisch dargestellt; die aus- 
gezogene Kurve zeigt das Verschwinden der Glucose aus dem frischen, 
und die punktierte ihr Verschwinden aus einem regenerierten Nihr- 
boden (der schon zur Ziichtung des Streptococcus vorher gedient hatte). 

Der Unterschied zwischen den beiden Versuchsserien ist klar. 
Aus den graphisch dargestellten Veriinderungen der Glucosemenge im 
regenerierten Nihrboden ist sofort zu ersehen, daf der Zucker hier viel 
langsamer verschwindet. So sehen wir z. B., daB 10 Stunden nach der 
Einsaat nur 0,20 g9/9, Glucose im frischen Naihrboden vorhanden sind, 
gegen 1,46 g°/o9 im erschépften und dann regenerierten. 

Ein anderer Unterschied zwischen den beiden Kurven gleicht dem 
zwischen der Glucosekurve und denen der anderen Zuckerarten: d. h. 
in regenerierten Nihrbéden wird bis 2 Stunden keine Abnahme der 
Glucosemenge nach der Einsaat konstatiert. Es scheint, daB die statio- 
nire Periode sich noch auf etwa 6 Stunden ausdehnt. Diese Beob- 
achtungen kénnen in dem Sinne erklirt werden, daB in erschépften und 
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Tabelle VI. Glucoseverbrauch im frischen sowie im erschépften 
und wieder regenerierten Nahrboden. 





2 we Nk Erschépfter und wieder regeneriert«: 
Frischer Nihrboden Nihrboden 





Zeit in Stunden |——- 


Glucose Entwicklung Glucose Entwicklung 
gin 1000 cem der Streptokokken gz in 1000 ccm der Streptokokken 


2,47 - 2,33 
2,47 2,33 
2,06 ao 2,33 
2,06 t i 2,33 
2,06 +.- | 2,33 
2,06 4-- | 2,20 
2,20 
1,86 
1,86 
1,76 
1,46 
1,46 
0,66 
0,66 
0,66 
0,60 
0,50 
0,50 
0,50 
0,35 
0,35 
0,20 
0,11 
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dann regenerierten Nihrbéden der Streptococcus einer lingeren 
Periode der Anpassung als im frischen Nahrboden bedarf. Dieser 
Unterschied zwischen den beiden Reihen von Versuchen wird noch auf- 
fallender, wenn man statt der Glucoseschwundkurven die Schnelligkeit 
der Streptokokkenentwicklung betrachtet, die nach der Triibung des 
Nihrbodens beurteilt wird. Obwohl die Ergebnisse hier nur qualitativ 
sind, ist der Unterschied so merklich, daB es méglich ist, SchluBfolge- 
rungen zu ziehen. Es wird schon 3 Stunden nach dem Einsiien eine 
leichte Triibung des Nahrbodens sichtbar, jedoch eine deutliche Ver- 
iinderung in seinem Aussehen findet erst nach 11 Stunden statt. Eine 
reiche Entwicklung, die in einem frischen Niaihrboden nach 6 Stunden 
auftritt, erscheint in einem erschépften und wieder regenerierten Niihr- 
boden erst 12 Stunden nach der Einsaat. 

Es wird also beobachtet, daB der Entwicklungsrhythmus der 
Streptokokken sichtbar verandert wird, wenn man einen Nihrboden 
gebraucht, der schon fiir eine vorausgehende Ziichtung der Mikroben 
gedient hat, sogar wenn derselbe durch Verbesserung des py-Wertes 
und Glucosezugabe regeneriert worden war. Zur gréBeren Sicherheit 
haben wir unsere Versuche wiederholt und die Entwicklung der Strepto- 
kokken nach mehreren Erschépfungen und Regenerierungen des Nailir- 
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bodens beobachtet. Unsere Hypothese war die folgende: wenn tat- 
sichlich, wie Besredka annimmt, eine hemmende Substanz im Nihr- 
boden erscheint, mul dieselbe sich nach jeder neuen Kultur im Nihr- 
boden anhaufen, so daB ihr Effekt immer sichtbarer werden wird. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle VII zusammengestellt. 


Tabelle VII. Versuche mit erschépften und wieder regenerierten 
Nahrbéden. 





Zeit Entwicklung der Streptokokken bzw. g Glucose in 1000 ccm 


; as - nach der nach der nach der nach der | nach der 
Stunden], Erschépfung | II. Erschdpfung | III. Erschépfung IV. Erschépfung| V. Erschépfung 





— 216 | — 2,16 - 2,16 
2,16 | - 
2,14 
2,14 
2,16 
2,16 
2,16 
2,16 
2,16 
2,16 
1,96 
1,96 
1,86 
1,86 
1,76 
1,76 
1,76 
1,76 
1,76 
1,76 
1.76 
1,76 
1,56 | ++ 
+++ 0,50 +++ | ++ 
+++ 0,30 | +++ 0,380 | +++ 0,30 | +++ 
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Nach der ersten Erschépfung und Regenerierung des Nihrbodens 
haben wir die Glucose stiindlich wihrend 24 Stunden bestimmt. Die 
Ergebnisse sind in der 2. Tabellenkolonne eingetragen. Es wird sofort 
klar, daB die Glucose viel langsamer verschwindet als aus einem frischen 
Nihrboden. In den ersten 9 Stunden wird keine Verinderung in der 
Glucosemenge beobachtet, und 21 Stunden nach der Beimpfung sind 
nur 20°, des urspriinglichen Zuckers verbraucht. Nach 21 Stunden 
beginnt der Zucker sehr schnell zu verschwinden und fallt nach 24 Stun- 
den bis auf 0,30 g°/o9. Wenn wir diese Ergebnisse mit denen fiir Glucose 
im frischen Nihrboden vergleichen (Tabelle I, Abb. 1), beobachten wir, 
da8 ein Zuckerverbrauch von etwa 20°, der im frischen Nihrboden 
2 Stunden nach der Beimpfung stattfindet, im erschépften und regene- 
rierten Nihrboden erst nach 21 Stunden eintritt. Wenn wir annehmen, 
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daB dies der Lagphase entspricht, wiihrend der die Bacterien Form ji 
GréBe indern, ohne sich zu vermehren, so scheint diese Periode |e; 
sehr verlingert zu sein. Diese Ergebnisse zeigen also auch, dal (ic 
Periode der Anpassung der Mikroben an den Nihrboden verlingert st. 

In den weiteren Erschépfungsversuchen des Nihrbodens haben wi; 
die Bacterienentwicklung nur qualitativ nach dem Triibungsgrad 
bestimmt. Im ibrigen haben die ersten Resultate uns gezeigt, dal die 
qualitative Priifung der Kulturen die Veriinderung im Rhythmus de; 
Entwicklung der Streptokokken recht gut zum Ausdruck  bringt. 
24 Stunden nach der Einsaat haben wir auBerdem die noch im Niihr- 
hoden tibriggebliebene Glucose bestimmt. 

Unsere Resultate sind in Kolonne 3, 4, 5 der Tabelle VII zusamnien- 
gestellt. Ihre Priifung zeigt uns, daB in den ersten 20 Stunden keine 
sichtbare Entwicklung des Streptococcus in einem erschépften und 
wiederregenerierten Nihrboden stattfindet. Die Entwicklung wird nw 
in den letzten 3 Stunden intensiv, nach 24 Stunden ist die Menge de: 
iibriggebliebenen Glucose zwar sehr klein, doch tritt bei den regenerierten 
Niihrbéden nicht mehr ein Verbrauch der gesamten Glucose ein, sondern 
es bleiben immer 10 bis 20 °) des urspriinglichen Zuckers tibrig. Zwischen 
den verschiedenen regenerierten Nihrbéden ist kein Unterschied 7 
heobachten. 

Die Ergebnisse zeigen, daB eine Veriinderung des Entwicklungs- 
rhythmus der Bacterien stets zu beobachten ist, wenn ein erschdpftei 
und wieder regenerierter Nihrboden zu seiner Ziichtung gebraucht 
wird, es tritt eine ausgesprochene Verlingerung der Anpassungsperiode 
an die neuen Verhaltnisse auf. Wir kénnen jedoch diese Verlingerung 
der Anpassungsperiode nicht als Resultat des Auftretens einer hemmen- 
den Substanz im Niahrboden betrachten, da keine Anhiufung dersellien 
nach mehreren aufeinanderfolgenden Kulturen desselben Mikro- 
organismus zu beobachten ist. Die Ergebnisse der Tabelle VII zeige: 
uns, da8 kein Unterschied im Entwicklungsrhythmus der Streptokokken 
nach zwei oder nach fiinf aufeinanderfolgenden Ziichtungen zu kon- 
statieren ist. Es scheint, daB der Nihrboden, der nach der ersten 
Beimpfung eine Anderung erleidet, die auch nach Verbesserung des 
pu-Wertes und Zugabe von Glucose fortdauert, sich nach weiteren 
Beimpfungen nicht mehr sichtbar andert. Dieses Ergebnis fiilirt 
eher zu dem Schlu8, daB aus dem urspriinglichen Naihrboden zusammen 
mit dem Zucker ein Faktor verschwindet, der sich der chemischen 
Analyse entzieht und der z. B. von Vitaminnatur sein kénnte. Das 
Verschwinden dieses Faktors nach der ersten Kultur der Streptokokken 
bewirkt, daB deren Anpassung an den Nahrboden sehr verlingert wird. 
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Uber die Gelbildung von SerumeiweiSkérpern 
durch galvanischen Strom. 
Von 
Silvio Fiala (Prag). 


(Eingegangen am 15. Juli 1943.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Gelbildung der Eiwei8k6rper, ahnlich wie die anderer hydro- 
philer Systeme, kann man sich so vorstellen, da’ gegeniiber dem Sol- 
zustand, in welchem das hydrophile Kolloid von einer iuBeren wiisserigen 
Phase umhiillt ist, das Kolloid im Gelzustand als auBere Phase an- 
zusehen ist und das Wasser sich im Innern des hydrophilen Systems 
befindet. Die Theorie wurde von frocter und Wilson! entwickelt, 
und man kann sie als allgemeingiiltig betrachten, da die quantitativen 
Befunde, soweit sie an einigen hydrophilen Kolloiden (Gelatine, Casein, 
Cellulose) gewonnen wurden, mit der Theorie gut tibereinstimmen. Die 
Theorie erklirt das Eindringen des Wassers in das Kolloid durch den 
Anstieg des osmotischen Druckes innerhalb des Kolloids, der durch 
ungleichmaBige Ionenverteilung (Wasserstoff- und Hydroxylionen bei 
der Gelbildung mittels Siuren oder Basen) bedingt wird. Die Lonen- 
verteilung entspricht dem Donnanschen Gleichgewicht, da das Gel die — 
Rolle der halbdurchlissigen Membran, welche fiir Kristallionen durch- 
lissig, fiir die groBen Zwitterionen der EiweiSkérper dagegen undurch- 
lissig ist, tibernimmt. Bindet der EiweiBstoff bei Siuregelbildung eine 
bestimmte Menge von Protonen, so kann man sich die Verteilung der 
fonen auf beiden Seiten der Membran nach dem gewohnlichen Schema 
des Donnanschen Gleichgewichts vorstellen: 


in diesem Schema bedeutet P das Protein und PH* die Verbindung des 
Proteins mit Proton. Wenn nach eingetretenem Gleichgewicht an der 
Seite der Membran, wo sich kein EiweifBstoff befindet, die Konzentration 
der H*-Ionen gleich x ist, die auf dér anderen Seite gleich y, und die 
Proteinatskonzentration gleich z ist, muB die Konzentration der Cl-Ionen 
bei Siuregelbildung an der Seite der halbdurchlissigen Membran, 
wo sich der EiweiBstoff befindet, der Elektroneutralititsregel zufolge 
gleich y +. z sein. Nach dem Donnanschen Gleichgewicht ist das Kon- 

1 Procter, J. Chem. Soc. 105, 313, 1914: Procter u. Wilson, ebenda 109, 
307, 1916. 
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zentrationsprodukt der Ionen, welche durch die Membran diffundicrey 
kénnen, auf beiden Seiten das gleiche, es gilt also 22 = y(y + 2). Da 
auf der Seite I sich jedenfalls mehr Ionen befinden als auf Seite 11. so 
ist an dieser Seite der osmotische Druck héher, was zur Aufnahme 
von Wasser in I fiihren muB. Die maximale Wasseraufnahme und dew. 
zufolge maximale Quellung des EiweiSkérpers wird dann stattfinden. 
wenn der Unterschied zwischen den Konzentrationen der freien Loney 
an beiden Seiten der Membran, sagen wir der Wert «, sein Maximun, 
erreicht. Der osmotische Druck wird dann: 


Prax = RT dnaz- 


In gutem Einklang mit dieser Theorie der Quellung von hydro. 
philen Kolloiden sind die Befunde iiber die Quellung der Gelatine durch 
verschiedene Siuren!. Diese Beftinde zeigen, daB es gleichgiiltig ist, 
ob die Saure stark oder schwach ist. Darum ist der Verlauf der Quellungs- 
kurve fiir viele monobasische Siuren iibereinstimmend. Wenn ein Uber- 
schuB an H*- bzw. OH -Ionen besteht, findet im Gegenteil Entquellung 
und Ausflockung des Kolloids statt, wie manche Versuche M. H. Fischers 
anschaulich gezeigt haben?. Der Unterschied zwischen Gel und Koa- 
gulum ist also nur quantitativer Art und das Gelstadium muB iiberhaupt 
nicht vorkommen, wenn es zur Bildung der Protein-Proton-Verbindung 
nicht kommen kann, oder wenn die Ionen so groB sind, daB sie in das 
Innere der EiweiBk6rper nicht eindringen kénnen, oder wenn ihre 
Konzentration den Wert, welcher fiir den kritischen osmotischen 
Druck nétig ist, nicht erreicht. 


Nach der Theorie von Hardy dringen die Ionen in das Innere von 
EiweiBkérpern um so schneller ein, je beweglicher, d. h. um so kleiner 
sie sind, was das Eindringen der Protonen und Hydroxylionen in die 
EiweiBk6rper und ihre Gelbildungswirkung verstindlich macht. Nach 
Nernst ist niimlich das Ion um so langsamer beweglich, je gréBer es ist 
und wirkt um so stirker dehydratisierend, eine je gréBere Hydratsphiire 
es um sich hat. Darauf beruht die Koagulationswirkung der Ionen der 
lyotropen Reihe nach Ho/meister. 


Jacques Loeb hat die ungleichmaBige Verteilung der Protonen 
zwischen Gelatine und gelatineumhiillender Fliissigkeit mittels p,- 
Messung von geschmolzener Gelatine in Salzsiiure untersucht und die 
elektromotorische Kraft dieser Konzentrationszelle mit Kalomel- 
elektroden gemessen. Aus dem Maximum der Unterschiede der +o 
gewonnenen Potentialwerte haben Procter und Wilson den Anstieg 


1 Siehe z. B. 7. R. Bolam, Die Donnan-Gleichgewichte, 1935; 7’. B. Robevt- 
son, The physical Chemistry of Proteins, 1918; Pauli u. Valko, Kolloidchemi 
der EiweiBkérper, 1938. — * Siehe M. H. Fischer, Die lyophilen Kolloide, 1935. 
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des osmotischen Druckes, der die Quellung verursacht, ausgerechnet. 


| Dieses Verfahren zur Verfolgung des Gelbildungsvorganges ist ein 


indirektes und langwierig. Der Gedanke liegt nahe, daB8 es méglich 
sein miBte, den Gelbildungsvorgang direkt zu verfolgen, indem der 
Verbrauch an elektrischer Arbeit, welche bei Elektrolyse der alkalischen 
Salze an der Anode zur sauren, an der Kathode zur alkalischen Reaktion 
fiihrt und so eventuell auf beiden Seiten zur Gelbildung der EiweiB- 
lésung AnlaB geben kann, der Fiihigkeit eines bestimmten Soles, in 
den Gelzustand iiberzugehen, entsprechen kénnte. Durch zeitliche 
Verfolgung der Stromintensitatsveriinderung miiBte man eine Kurve 
gewinnen, die mit Stromintensitit und Zeit als Achsen ein Flichen- 
stiick umgrenzt, dessen Inhalt die elektrische, zur Gelbildung der 
Lisung angewandte Arbeit angibt. Diese Arbeit stellt die osmotische 
Arbeit direkt vor. Es ist bekannt (siehe z. B. M. H. Fischer, |. c.), daB 
der elektrische Widerstand bei Beendigung der Gelbildung steil empor- 
steigt, so daB die Stromintensitit praktisch auf Null herabsinkt. Die 
Veriinderung der Stromintensitit kann man einfach in bestimmten 
Zeitintervallen graphisch registrieren, genauer und bequemer ist es, 
eine kleine Stromuhr anzuwenden. 

Mit Hilfe dieser einfachen Methode, deren Einzelheiten nach- 
folgend beschrieben werden, haben wir die Gelbildung vieler Sera und 
namentlich gereinigter therapeutischer Pseudoglobuline verfolgt. — 
Der Gelbildung von SerumeiweiBkérpern kommt nimlich einiges 
Interesse seitens der Biochemie und Immunologie zu. Kopaczewskis 
Gelbildungsreaktion des Serums mit bestimmten organischen Siuren, 
namentlich der Milchsiiure, die Reaktion von Gaté und Papacostas mit 
Formol und die Reaktion nach Nattan-Larrier mit einigen komplexen 
Antimonverbindungen sind Beispiele von offenbar demselben Mechanis- 
mtis wie die Gelbildung anderer hydrophiler Kolloide, an welchen die 
Theorie von Procter und Wilson bewiesen wurde. Diese Reaktionen 
haben gewisse diagnostische Bedeutung bei bestimmten pathologischen 
Prozessen. Auch bei Gelbildung mittels Formols handelt es sich ver- 
mutlich um eine Siurewirkung, wie man aus der py-Senkung wihrend 
der Gelbildung schlieBen kann. Durch die Bindung des Formaldehyds 
an die Aminogruppen geht ja die amphotere Natur der EiweiSkérper 
verloren und die Siurefunktion tritt mehr in den Vordergrund, so daB 
die Bedingungen fiir die Quellung erfiillt sein kénnen. 

Die Gelbildung fiihrten wir mittels Gleichstroms durch; meistens 
haben wir mit konstanter Spannung von 80 Volt gearbeitet. Eine be- 
stimmte Menge EiweiBlésung (Serum und Serumfraktionen) wird in ein 
U-Réhrchen bestimmten Durchmessers gefiillt. Veriinderung einiger ex- 
perimenteller Konstanten (Spannung, Menge der EiweiBlésung, Durch- 
messer des U-Réhrchens) hat keinen EinfluB auf die gesamte elektrische 
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Arbeit, die zur Gelbildung aufgewandt wird. Die Platinelektrode, 
werden in kleine Glasréhrchen, die unten mit Cellophan (das am Rhy. 
chen mit Gummiring befestigt wird) verschlossen sind, gesteckt \nd 
so von der Eiweiflésung getrennt. Die Réhrchen mit den Platin. 
elektroden werden in die beiden Schenkel des U-Rohres eingescho}en, 
wodurch der Kontakt mit der EiweiBlésung hergestellt wird. |x 
Elektrolyten fiir die Kontaktlésung haben wir meistens n/10 N H,(| 
oder NaCl benutzt. Die Elektroden sind in diese Lésung so zu tauchen, 
daB sie die Cellophanmembran beinahe beriihren. Mit Einschaltung 
des Stromes fiingt die Gelbildung an, und zwar zuerst an der Anode 
und etwas spiiter an der Kathode. Die Anderung des pu an beiden 
Enden des U-Rohres, zu Beginn der Gelbildung, kann an der Farb- 
iinderung zugegebener Indikatoren beobachtet werden. An der Anode 
wird die Reaktion sauer, an der Kathode alkalisch. DaB die Gelbildung 
an der Anode friiher beginnt als an der Kathode, hat seinen Grund 
darin, daB bei Entwicklung einer iiquivalenten Menge Protonen und 
Hydroxylionen die Protonen als Gelbildungs- und Koagulationsagens 
wirksamer als die Hydroxylionen sind. So z. B. haben wir bei direkter 
Zugabe von HCl und andererseits von NaOH in steigenden molaren 
Konzentrationen zu Pferdepseudoglobulin Gelbildung in Eprouvetten 
mit folgenden Konzentrationen von HCl bzw. NaOH erhalten: 


Pferdepseudoglobulin, Fraktion 35 bis 43° (NH,4)o/SO, 


l eem, 
0,lcem HCl bzw. NaOH. 


Die kleinste Konzentration, die zur Gelbildung fiithrte, war: 


Dasselbe Pseudoglobulin, Fraktion 43 bis 52°, (N Hy)g/SOq, das- 

selbe Verfahren: 
0,06 n, 
0,13 n. 

Das Verhiltnis der Konzentrationen von H*- und OH -lonen, 
welche zur Gelbildung nétig sind, ist also 1,86 bzw. 2,1, was dem um- 
gekehrten Beweglichkeitsverhaltnis beider [onen entspricht. Wenn 
man nach dem Ampéremeter die zeitliche Verinderung der Stiom- 
intensitét in bestimmten Zeitintervallen, z. B. alle 30 Sekunden aul 
Millimeterpapier notiert (es wire vorteilhaft, die Veriinderung «er 
Stromintensitit wie beim Polarographen photographisch zu registrieren), 
sieht man, daB die Stromintensitat um bestimmte Werte (es hancelt 
sich um Zehner von mA) steigt und nach dem Erreichen eines Maximunis 
dann wieder auf einen bestimmten kleinen Wert sinkt; in dieser Zeit 


wird der elektrische Widerstand maximal und die Gelbildung ist }e- 
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endet. Wenn man also den Verlauf der Stromintensitat bei konstanter 
Spannung am Ampéremeter verfolgt und graphisch notiert, so erhiilt 
man eine Kurve (vgl. z. B. Abb. 1), welche zusammen mit den Achsen 


eine Fliche begrenzt. Der Inhalt dieser Fliche, der durch das bestimmte 
i,t 


Integral A = | { Edldt ausgedriickt wird, stellt die gesamte elektri- 


ig to 

sche Arbeit dar, welche (bis auf die Jowlesche Wirme) zur Gelbildung 
aufgewandt wird*. Die so erhaltenen Werte sind relative Zahlen, 
kénnten aber in absoluten 
Kinheiten ausgedriickt wer- 
den. — Da es bei der Gel- W 
bildung zu groBerer Wirme- 

entwicklung kommen kann, 

legt man das U-Roéhrchen Ba ees ee Sk 
wihrend der Gelbildung ins . Moo ‘ie 3 | 
Wasser. Im folgenden wer- a ee 6 8 20 
den verschiedene so erhal- Abb. 1. Diphtherie - Pseudoglobulin (Pferd) 
tene Werte angefiihrt. Die Nr. 663/I. Dialysierte [32—38 % (N Hy)» $0,) 


’ Fraktion, isotonisiert mit NaCl. Eiwei6 in 
Gelbildungswerte sind gut % : 18,45. Antikérpertiter : 900 UA in ccm. 


. ‘ Inhalt des U-Réhrchens: 3 cem. Gelbildung 
reproduzierbar und in der 100 %. Gelbildungswert ; 80,0. 
Zeit von 6 Monaten haben 
wir keine nennenswerten Verinderungen beobachtet. Die Genauigkeit 
unseres Verfahrens betrigt + 5°. Die Gelbildungswerte sind offenbar 
additiver Art, zur Gelbildung aus 2 ccm ist die aufgewandte Arbeit 
zweimal so groB wie zur Gelbildung aus 1 cem derselben EiweiBlésung. 
Die Werte, welche wir weiter anfiihren, wurden so gewonnen, daB man 
die Zeit alle 30 Sekunden und die Stromintensitit in mA auf Milli- 
meterpapier auftrug und nach Beendigung der Gelbildung die Zahl der 
qem des so begrenzten Flichenstiicks berechnete. Die Zahlen beziehen 
sich auf 3 cem der EiweiBlésung, was aber belanglos ist, da sie relative 
Werte vorstellen (Abb. 1). — Hinzugefiigt sei, daB die Eiweiblésung 
zur Gelbildung natiirlich eine bestimmte Menge Elektrolyten enthalten 
muB, zu welchem Zwecke die dialysierten Fraktionen mit 0,7°,, NaCl 
isotonisiert wurden. Bei Anwendung einer iibermiBigen Elektrolyt- 
menge in hypertonischen Lésungen findet auBer Gelbildung auch eine 
Koagulation der Lésung statt und die erhaltenen Werte entsprechen 
dann nicht mehr der richtigen Gelbildungszahl. 


50, 














Als Beispiele von Gelbildungswerten seien hier einige Zahlen auf- 
gefiihrt, welche an verschiedenen Pseudoglobulinfraktionen von thera- 


* Diese Arbeit soll auch der osmotischen Arbeit, die zur Gelbildung der 
KiweiBlisung nétig ist, entsprechen. 
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Tabelle I. 





Produktions- Peake EiweiB in % Gelbildungsw: rt 
Nr. Fraktion (Kjeldahl) (Elektr. Arbeit 


Antidiphterisches Pferde-Pseudoglobulin. 
664/I 32—38 (NH,),S0, 14,20 64,30 
664 II 38 —52 ye 12,41 80,00 
665/T 32—-38 R ’ 14,61 68,75 
665/11 38 —52 : 12,50 44 60 
663/T 32 —38 13,45 30,00 
663/IT 38 — 52 : 11,97 31,90 
662/I 32—38 ; 14,20 22,90 
662/II 38 —52 12,01 32,80 
667/I 32 —38 13,28 37,55 
667/11 38 — 52 , 10,96 49,50 

Antitetanisches Pferde-Pseudoglobulin. 
666/I 32—35 (NH,),SO, 11,63 17,65 
666/II 35—43 ae 13,33 30,00 
666/IIL 43—62 3 11,88 24,70 
6638/1 32—35 ‘a 12,00 29,50 
668 /IT 85—43 < 13,19 35,25 
668/IIT 43—52 - 12,41 19,80 

Albumin des normalen menschlichen Serums. 


9,84 100,00 


, 
peutischen antidiphtherischen und antitetanischen Pferdesera 
wonnen wurden (Tabelle I). 

Daraus sieht man, daB in derselben Fraktion der Pferdesera grofe 
Unterschiede in den Gelbildungswerten der Sera der verschiedenen 
Tiere bestehen. Ist dies durch den verschiedenen Gehalt an <Anti- 
kérpern bedingt ? Man wei nimlich, da verschiedene Sera das Mavyi- 
mum des Antikérpertiters in verschiedenen EiweiBfraktionen haben! 
und daB in dieser Hinsicht sich auch die Tierarten unterscheiden?. 
Tabelle II zeigt andere Fraktionen mit der Angabe ihres Antikérper- 
titers. 

Tabelle II. Antidiphtherisches Pferdeglobulin. 





Prod.- EiweiB Gelbildungs- | Prod.- Eiweif8 
UA Nr 


UA Gelbildungs 


Nr. in % wert in % wert 


357 || 11,75 | 1000 36,00 360 11,15 2400 40,90 
358 | 12,20 550 36,90 361 11,60 700 41,70 
359 | 11,50 | 1950 36,00 379 «11,50 1450 40,20 


Dem hoheren Antikérpergehalt einiger Proben entspricht also 
keinesfalls eine leichtere Gelbildung. Die quantitativen Unterschiede 
in der Gelbildung sind also nicht durch den Antikérpertiter beding' 


1 Siehe z. B. J. R. Moerch, C. r. Soc. biol. 1931, Teil III, 8S. 549. — 
2 M. Barr, J. of Path. a. Bact. 35, 913, 1932. 
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und umgekehrt, wenn qualitative Verinderungen der Globuline durch 
Immunisation entstehen, haben sie mit Gelbildungswerten nichts zu 
tun. Der verschiedene Eiweibgehalt einzelner Fraktionen bedingt auch 
offensichtlich die Unterschiede in den Gelbildungswerten nicht, obzwar 
er einen groBen EinfluB haben muB, da eine bestimmte minimale EiweiB- 
konzentration nétig ist, damit es iiberhaupt zur Gelbildung kommt. 
Es scheint, daB die Unterschiede der Gelbildungswerte in der verschie- 
denen Dispersitit der Pseudoglobuline begriindet sein kénnten. Die 
Polydispersitit der Globuline ist bekannt?. Darum haben wir in einigen 
Versuchen parallel mit den Gelbildungswerten die Kongorubinzahlen 
der Proben untersucht. Die Kongorubinzahl wurde in derselben Weise, 
wie wir anderswo beschrieben haben2, festgestellt 

Wirklich zeigt der Vergleich der Kongorubinzablen mit den Gel- 
bildungswerten, da bei jenen Sera, deren Kongorubinzahl3 niedrig, der 
EiweiBgehalt, der von der Flokulation schiitzt, in der Reihe nach ab- 
nehmender EiweiBkonzentration, also groB ist, die also grobdispers sind, 
zur Gelbildung eine kleinere osmotische Arbeit erforderlich ist. 





Rte at | Gel- Kongorubinzahl 
—— |bildungs- i 
° | wert sofort nach15Min. nach 15 Std. 








Antitetanisches Pferdeserum 


Nr. 45 11,531 36,30 , I, Flockung 3 
Antitetanisches 

Nr. 38 11,837 48,60 : I, Fiockung 4 
Antidiphtherisches natives 


Hammelserum Nr. 1 7,232 keine Gel- ; 5 
bildung 


Die beiden erstgenannten Sera zeigten nach 15 Stunden einen 
deutlichen Unterschied. Die Flockung des koagulierten Kongorubins 
trat beim zweiten Serum erst im 4. Reagensglas ein. Beim nativen 
Hammelserum war elektrolytisch iiberhaupt keine Gelbildung zu 
erzielen. Bei Priifung von drei nativen menschlichen Sera, deren 
Kongorubinzahl den Wert 5 hatte (der dunkle Ton des koagulierten 
Kongorubins trat bei Verdiinnung des Serums mit Aqua dest. 1: 20 
im 5. Reagensglas auf) waren wir in keinem Falle imstande, elektrolytisch 
ein Gel zu erhalten. Daraus kann man vielleicht schlieBen, daB sich die 
Eiweifstoffe im nativen Serum in einem Zustande befinden, der sie, 
zum Unterschied gegen die isolierten EiweiBfraktionen, fiir eine elektro- 
lytische Gelbildung nicht befihigt. Offenbar kommt es durch den 


1 Svedberg, zit. nach Pauli u. Valké, |. ¢. 8S. 200. — ? Fiala, Klin. 
Wochenschr. 19, 1105, 1940. — * Hier einfach durch das Reagensglas mit 
Farbtonveranderung, in der Reihenfolge nach abnehmender Serumkonzen- 
tration bestimmt. 

Biochemische Zeitschrift Band 316. 16 
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Prozels der lsolierung der EiweiBfraktionen aus dem Serum (Aussa!zey 
mittels Ammoniumsulfat) zu bestimmten Verinderungen. 

Angeregt durch die Arbeit von O. Jérovec3 haben wir Germaniy, 
dessen Schutzeigenschaft fiir EiweiBkolloide gegen Koagulation dure) 
Elektrolyte bekannt ist, auch auf Schutzeigenschaft gegen die (cl. 
hildung untersucht. Nachdem zwischen Gelbildung und Koagulation 


nur ein quantitativer Unterschied besteht, kann man logischerw cise 
vermuten, daB sich seine Schutzeigenschaft auch bei der Gelbildiung 
geltend machen wird. Nach Zugabe von einigen Tropfen einer 10°, igen 
Germaninlésung zu 3.cem Globulinlésung kommt es, im Gegensatz 71 
sonst, an der Kathode wirklich zu keiner Gelbildung, an der Anode 
entsteht ein Niederschlag, da durch Germanin bei saurer Reaktion 
der EiweiBstoff gefaillt wird. Trotz seiner negativen Ladung erweist 
sich das Germanin also eindeutig als Schutzstoff 


gegen die Gel. 


bildung an der Kathode. 


Ich bin dem Herrn M. Kopecky, Chemiker der Prager Gesundheitsanstalt, 
fiir manche Hilfe zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 

Gelbildung der SerumeiweiBkérper kann man durch galvanischen 
Strom bei einer Spannung von 80 Volt hervorrufen. Eine einfache 
Technik dafiir wird beschrieben. Die gesamte zur Gelbildung ndtige 
elektrische Arbeit ist als ein Ma® fiir die Gelbildungsfihigkeit der 
SerumeiweiBkérper anzusehen. So kann man gut reproduzierbare 
Werte erhalten, die durch die Zeit nicht merklich beeinfluBt werden 
Die so gewonnenen Zahlen sind relative Werte. Allgemein ist zur Gei- 
bildung von gréber dispersen EiweiBlésungen weniger Arbeit ndtiy. 
Die erhéhte Gelbildungsfihigkeit entspricht auch der erhéhten Koagula- 
tionsfihigkeit. Unterschiede in den Gelbildungswerten verschiedene: 
EiweiBfraktionen sind nicht durch deren Antikérpertiter bedinyt, 
sondern durch verschiedene Dispersitiit der EKiweiBfraktionen. 


1 Diese Zeitschr. 314, 265, 1943. 
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Uber den Nichteiweif-Stickstoff der Hefe. 
I. Mitteilung!: 
Der Gesamtpuringehalt. 
Von 
K. Dirr und P. Deeker?. 
(Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 16. Juli 1945.) 


Wihrend das Eiwei8 der Hefe in einer ganzen Reihe von Arbeiten 
untersucht wurde (1), sind unsere Kenntnisse iiber die nicht dem Ei- 
weiB zuzurechnenden stickstoffhaltigen Substanzen, mit Ausnahme viel- 
leicht der Nucleinsiuren, recht liickenhaft. 

Wir haben daher die nihere Untersuchung dieser stickstoffhaltigen 
Fraktionen der Hefe unternommen, welche zum Teil wohl auch in 
ernihrungsphysiologischer Hinsicht nicht dem EiweiB zuzurechnen 
sind. Wir hoffen, durch deren nihere Kennzeichnung die Grundlage 
mu gewinnen fiir eine genauere Beurteilung des Wertes dieser Stickstoff- 
fraktionen bei der Verwendung der hefe fiir die menschliche Ernahrung. 

In einer friiheren Arbeit hat der eine von uns |/#rr (2)| festgestellt, 
dal bei grofen Tagesgaben (130 g) Trockenhefe in Ernihrungsversuchen 
der Harnsiiurespiegel im Blute und die Harnsiiureausscheidung im 
Harn zu Werten ansteigt, die vom iirztlichen Standpunkt aus als bedenk- 
lich angesehen werden miissen. Daraus mu ten wir den SchluB ziehen, 
daB bei dauernder Zufuhr von Hefe, wie sie im Rahmen der Verwendung 
von Trockenhefe zur menschlichen Ernihrung vorgesehen ist, die 
durehschnittliche Tagesmenge so niedrig liegen muB, daB nicht nur 
die in den von uns beschriebenen kurzen Versuchen auftretenden akuten 
Wirkungen, sondern auch bei Zufuhr iiber lingere Zeitriiume zu_be- 
fiirehtende Schiidigungen sicher ausgeschlossen sind. 

Die oben erwihnten Wirkungen der Hefe sind auf ihren hohen 
Gehalt an Purinen zuriickzufiihren. In den Purinen liegt also eine 
Fraktion des Nichteiweifstickstoffs vor, deren eventueller Wert als 
Stickstoffquelle sicher durch die aufgezeigten nachteiligen Wirkungen 
aufgehoben wird. 

In der beigefiigten Tabelle sind einige Vergleichszahlen aus der 
Literatur fiir den Puringehalt verschiedener tierischer und pflanzlicher 
Materialien dem in Hefe gefundenen Puringehalt gegeniibergestellt | 


1 Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. — 
* Die experimentellen Untersuchungen dieser und der beiden folgenden Arbeiten 
wurden zum Teil noch von unserem tragisch verungliickten Mitarbeiter 
0. v. Soden begonnen. 
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Kk. Dirr u. P. Decker: 


Die ersten Zahlen iiber den Puringehalt der Hefe lieferte Stutz > (7 


Iss2. Er berechnete auf 100 Teile Gesamtstickstoff 26,9 % ,Nuclein. 
stickstoff*. Spiiter fand Meisenheimer (8) (9) bei praparativ-analytischie: 
Aufarbeitung autolysierter Hefe 7,5 bis 9,6°, des Gesamtstickst offs 
als Purinstickstoff wieder. Nach Hydrolyse. mit starker Siiure erhe})lich 


weniger, 5,1 bis 6,9°,. 


: Kine neuere Untersuchung liegt von Kuen und Piiringer (6) vor 
Diese fanden nach Hydrolyse mit verdiinnter Siure nach der klassisclyer 
Methode von Kriiger-Schittenhelm (10) (11) in Backerhefe und Trockey. 
hefe Werte von durchschnittlich 0,847 und 0,805! Purinstickstoff in 
der Trockensubstanz. Da bei der Hydrolyse jedoch nur durchschnittlich 
75°, des gesamten Stickstoffs in Lésung gingen, rechnen sie die ge- 
fundenen Werte auf 100°, Gesamtstickstoff um, unter der Annalhime 
also, daB der in der ungelésten Huminsubstanz zuriickbleibende Stick- 
stoff prozentual die gleiche Menge Purinstickstoff umfaBt wie der in 
Lésung gegangene, und kommen so auf einen Gehalt von durchschnittlich 
1,06°,, Purinstickstoff in 100 g Trockenhefe bzw. 13,08 Purinstickstof! 
in 
glauben Kuen und Piiringer aus einer Angabe von Meisenheimer (8) 
herleiten zu diirfen, der festgestellt hat, daB die ungeléste Substanz 
die gleiche Zusammensetzung habe wie das iibrige HefeeiweiB. Diese 
Angabe Meisenheimers bezieht sich jedoch auf den nach der Autol is: 
zuriickbleibenden sog. ,,Zellriickstand“ und wir glauben, daB aus der 
Zusammensetzung des letzteren ein SchluB auf die Zusammensetzung 
der bei der Siiurehydrolyse zuriickbleibenden Huminsubstanz in keiner 
Weise zuliissig ist. 


vom Gesamtstickstoff. Die Berechtigung zu dieser Umrechnung 


Leider machen die Autoren keine niiheren experimentellen Angaben 
und erwihnen vor allem nicht, ob sie ihre Methoden durch Teste ge- 
sichert haben und ob sie die der von Kriiger und Schmid (11) fiir Harn 
ausgearbeiteten Methode seither hinzugefiigten Verbesserungen (12 
beriicksichtigt haben. 


Wir haben uns fiir unsere Bestimmungen der gleichen Metho:e 
bedient, jedoch in ihrer von G@. Schmidt (12) und Edlbacher und Jucker (13 
ausgearbeiteten Modifikation fiir eiweiBhaltige Materialien. Die An- 
wendbarkeit der Methode auf Hefe wurde dadurch erhiirtet, dai : 
gesetzter Purinstickstoff quantitativ wiedergefunden wurde. 

Wir fanden in sieben Proben der von uns friiher untersuchten (14 
Futterhefen verschiedener Firmen 0,57 bis 0,99°%, im Durchschnii! 
0,75° Purinstickstoff in der Trockensubstanz baw. 7,2 bis 11,4°,, in 
Durchschnitt 8,7 % des Gesamtstickstoffs. Etwa ebensoviel wie Meis:- 


' Von uns errechnet. 
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eimer auf Grund praparativer Isolierungsversuche berechnete und wie 
Kuen und Piiringer gefunden hatten, wenn sie die erwiihnte Umrechnung 
unterlassen hiatten. 

Aus Raumersparnisgriinden verzichten wir auf tabellarische 
Wiedergabe der einzelnen Werte, nachdem wir uns iiberzeugt haben, 
dai auch verschiedene Lieferungen der gleichen Firma erhebliche 
Schwankungen in der Zusammensetzung zeigen. So waren in einer Probe 
Holzzuckertrockenhefe der Deutschen Bergin-A.-G. fiir Holzhydrolyse, 
Mannheim-Rheinau, vom Marz 1941, 9,27°, Gesamtstickstoff und 
(52°, Purinstickstoff in der Trockensubstanz enthalten, somit 8,85 °,, 
vom Gesamtstickstoff; in einer Probe abgepreBter Torulahefe der 
gleichen Gesellschaft vom April 1943 6,55°, Gesamtstickstoff und 
).65°. Purinstickstoff, somit 9,9°, des Gesamtstickstoffs. Eine gleich- 
zeitig untersuchte Biackerhefe pabte sich mit 9,4°, Gesamtstickstoff 
und 0,83°, Purinstickstoff, also 8,8°, des Gesamtstickstoffs, in den 
Rahmen der Torulahefen ein. 


Experimentelles. 


An der von Edlbacher und Jucker (13) gegebenen Vorschrift haben 
wir nichts Wesentliches geandert. 

Die Einwaagen betrugen etwa 500mg. Zur Hydrolyse verwendeten wir 
2 Gew.°) Schwefelsiure und hydrolysierten 2 Stunden auf dem Wasserbad 
und anschlieBend 3 Stunden auf freier Flamme unter Riickflu8, da wir unter 
diesen Hydrolysenbedingungen die héchsten Werte fiir Purin erhielten. Alle 
Proben wurden mindestens zweimal analysiert. Fehlergrenze etwa + 5°,,. 
Sechs Bestimmungen einer und derselben Hefeprobe lagen zwischen 0,715 
und 0,755°.. 

Parallel durchgefiihrte Doppelbestimmungen pflegten weit bessere Uber- 
einstimmung zu zeigen. In Form von Guaninhydrochlorid den Hefeproben vor 
der Hydrolyse zugesetzter Purinstickstoff wurde innerhalb der zulassigen 
Fehlergrenze wiedergefunden. 


Zusammenfassung. 


In sieben Proben von Futterhefen verschiedener Firmen und in 
einer Probe Biickerhefe wurde ein Gesamtpuringehalt von 0,57 bis 
0,99°., im Durchschnitt 0,75 °, Purinstickstoff in der Trockensubstanz 
gefunden, d. i. 7,2 bis 11.4°), im Durchschnitt 8,7°, des Gesamt- 
stickstoffs. 

Literatur, 

1) P. Thomas, Ann. Inst. Pasteur 35, 43, 1921; Ref. Chem. Centralbl. 1921, 
I, 8.576; A. Foddr, Kolloidzeitschr. 29, 28, 1921; A. Kiesel, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 118, 304, 1922; Liiers u. Schuster, Kolloidzeitschr. 32, 334, 1923; Y. Tomoda 
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u. M. Wadano, J. soc. chem. Ind. Japan (Suppl.) 33, 27B, 1930; Ref. Chen, 
Centralbl. 1930, 1, 8. 1949; F. A. Csonka, J. biol. Chem. 109, 703, 1935; feof, 
Chem. Centralbl. 1935, IT, 3451. 2) K. Dirr, diese Zeitschr. 312, 233, 1943 

3) Schall, Nahrungsmitteltabellen, 13. Aufl. Leipzig 1941. — 4) K. Barrenscheen i, 
A. Peham, Zeitschr. f. physiol. Chem. 272, 87, 1941. 5) G. Dell’ Aqua, diese 
Zeitschr. 279, 403, 1935. 6) F. M. Kuen u. K. Piiringer, ebenda 272, 113, 
1934. 7) Stutzer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 6, 573, 1882; J. f. Landw. 1880, 
S. 103, 195, 482; 1881, S. 473. — 8) J. Meisenheimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
104, 229, 1919. 9) Derselbe, ebenda 114, 205, 1921. 10) M. Kriiger wu. 
A. Schittenhelm, ebenda 35, 153, 1902. 11) M. Kriiger u. J. Schmid, ebenda 
45, 1, 1905. 12) G. Schmidt, ebenda 219, 191, 1933. 13) S. Edlbacher xu, 
P. Jucker, ebenda 240, 78, 1936. 14) O. v. Soden u. K. Dirr, diese Zeitsclir. 
312, 252, 1942. —— 15) G. Bessau u. J. Schmid, Therap. Monatshefte 1910, S. 24, 
116; zit. nach A. Schittenhelm u. J. Schmid, Die Gicht und ihre Therapie. S. 34 
u. 35. Halle a. d.8., Carl Marhold-Verlag, 1911. 
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Uber den Wert der Wuchshefen 
fiir die menschliche Ernihrung. 
V. Mitteilung: 

Uber den ReineiweiBgehalt der Hefe ) . 

Von 
K. Dirr und P. Deeker. 

(Aus der II. Medizinischen Universitatsklinik Miinchen.) 
(Eingegangen am 16. Juli 1943.) 


In unserer 3. Mitteilung (1) haben wir auf Grund von Verdauungs- 
versuchen mit Pankrazym darauf hingewiesen, das in der Hefe ein 
betriichtlicher Teil des Stickstoffs in Form niedermolekularer Ver- 
bindungen vorliegt. Diese an sich nicht unbekannte Tatsache (2) findet 
unseres Erachtens nicht die ihr zukommende Beachtung und es ist bei 
Ernihrungsversuchen und Betrachtungen tiber den Wert der Hefe als 
EiweiBtrager iiblich geworden, das sogenannte ,,Rohprotein’* (Gesamt-N 
mal 6,25) gleich EiweiB zu setzen. 


Mit der vorstehenden Mitteilung (3) haben wir die Untersuchung 
der nicht dem EiweiB zuzurechnenden stickstoffhaltigen Verbindungen 
der Hefe begonnen und als erstes die Purinfraktion bestimmt. In der 
vorliegenden Arbeit versuchen wir, die wichtigsten Fraktionen des 
Nichteiwe*Bstickstoffs der Hefe summarisch zu erfassen und berechnen 
daraus durch Subtraktion vom Gesamtstickstoffgehalt einen Héchst- 
wert fiir den ReineiweiBgehalt der Hefe. Als Traiger des Nichteiweib- 
stickstoffs kommen vor allem zwei Fraktionen in Frage: Die in Eiweib- 
fillungsmitteln léslichen stickstoffhaltigen Substanzen und die Nuclein- 


siuren. Von geringerer Bedeutung ist der vorwiegend als Lecithin 
vorliegende Lipoidstickstoff, den wir nicht gesondert bestimmt haben, 
sondern aus friiheren Bestimmungen (5) (6) berechnen. 


Zihlt man zu dem in den Trichloressigsiureauszug gehenden 
Stickstoff den im Riickstand verbleibenden Nucleinsiure-Purinstickstoff, 
den zu diesem berechneten Pyrimidin- und den Lipoidstickstoff hinzu, 
so ergeben sich fiir den Nichteiweifstickstoff Werte von 24 bis 36°, vom 
Gesamtstickstoff (TabellenI und II). Frische und Trockenhefe geben die 
gleichen Resultate, ein wesentlicher Einflu8 der Trocknung bzw. einer 


! T. bis IV. Mitteilung: diese Zeitschr. 309, 329, 1942; 312, 233, 252, 263, 
1942, — ? Ausgefiihrt mit Mitteln des Reichsministeriums fiir Ernahrung und 
Landwirtschaft. 




















246 K. Dirr u. P. Decker: 


eventuellen Autolyse tritt bei den untersuchten Trockenhefen nich: jy 
Erscheinung. 

Kine etwas andere Rechnung (v. Soden) fiihrt zu genau dem gleichen 
Ergebnis. Durch Kochsalzlésung kann bei liingerer Behandlung bis 7 
33% 
Lésung fallen mit Uranylacetat geléste EiweiBstoffe, Peptone, Nuclein. 
siiure, Nucleotide und, falls der Niederschlag nicht. umgefallt wurde 
ein Teil der Nucleoside aus. Der im Filtrat enthaltene Stickstoff is; 
sicher nicht Eiweibstickstoff. Addiert man zu diesem den Purinstici. 
stoff im Uranylacetatniederschlag und im Riickstand und den aus Ta- 
belle IT entnommenen Pyrimidinstickstoff, so. ergibt sich fiir dey 
NichteiweiBstickstoff fast die gleiche Zahl wie nach dem ersten Ver- 
fahren (Tabelle II). 


des Gesamtstickstoffs in Lésung gebracht werden. Aus diese; 


Fiir den Gehalt an ReineiweiB ergeben sich bei den sechs unter. 
suchten Hefeproben die in Tabelle I aufgefiihrten Werte. Der Rein- 
eiweiBgehalt geht also einigermaBen parallel dem Rohproteingehalt 
und betrug 64 bis 76°, desselben. Da lufttrockene Trockenhefe noch 
etwa 10°. Wasser enthiilt, diirfte der ReineiweiBgehalt derselben 40" 


selten wesentlich tiberschreiten. 


Experimentelles, 
Tabelle I. 





Roheiwei8, % der Reinweib, % der NichteiweiB-N 
in % 
vom Gesamt-N 


getrockneten lufttrockenen getrockneten lufttrockenen 
Hefe Hefe Hefe Hefe 
58,0 52,5 42,7 38,6 26,4 
53,6 48,0 40,7 36,4 24,1 
41,0 30,5 _ 25,6 
54,2 48,3 36,3 32,4 33,0 
49,6 43,4 | 31,8 27,8 36,0 
58,6 42,0 — 28,3 


Erklérung zu Tabelle I. 


. Holzzuckertrockenhefe der Deutschen Bergin A.-G. fiir Holzhydrolyse, 

Mannheim-Rheinau, Probe vom Marz 1941. 
2. Dasselbe, Probe vom April 1943. 

. AbgepreBte frische Holzzuckerhefe der gleichen Gesellschaft, Probe vom 
April 1943. 

. Holzzuckertrockenhefe der Torneschen Futterhefengesellschaft m. b. H., 
Tornesch, Holstein. 

. Trockenhefe, auf Basis Buchenholz-Sulfitablauge geziichtet von der I. ©. 
Farbenindustrie A.-G., Werk Wolfen. 

. Frische, abgepreBte Backerhefe. 





Wert der Wuchshefen fiir die menschliche Ernahrung. V. 


Tabelle Il. 





Hefe Nr.* | 1 3 

chen 2 SA ee es a 
¥ | der ange- woe der ange- aun der ange- vom 
JIS 72) | wandten | ,. wandten | ,, wandten |, +. 
™ Trocken- | F°8M-  Procken-, F88Mt- Trocken- | Fesamt 
WeSe] substanz . substanz - substanz 
Clein- 
teed . Trichloressigséure-Extrakt 1,57 16,9 0,77 11,7 1,64 17,5 
ee 2, Nucleinsiure-Purin-N im ° 
ff ist Riickstand 0,53 5,2 «0,55 40,62 6.6 
stick. 3. Nucleinsiure-Pyrimidin-N —_ 0,27 2,9 0,28 3 i 0,31 3,3 

T . Lipoid-N 0,08 0,9 0,08 a 0,08 0,9 
3 La. 

ry 5. NichteiweiB-N 2,45 26,4 1,68 25,6 2,65 28,3 
™ ;; Gesamt-N 9,27 100.0 6,55 100.0 9,37 | 100,0 

er- 5 


7, Reineiwei8-N | 682 | 736 4,87 | 74,4 | 6,72 | 71,7 
* Val. Tabelle I. 


Trichloressigsiureextrakt: 10g Trockenhefe bzw. 30g abgepreBte Hefe 
wurden je dreima] mit je 100 ccm 10°, iger Trichloressigsiure bei Zimmertempe- 
ratur digeriert und zentrifugiert. Mikro-Kjeldahl-Bestimmung im Apparat nach 
Parnas-Wagner. 

Purinbestimmung im Extrakt und in der Ausgangssubstanz (3) nach 
Edlbacher und Jucker (7), Hydrolyse mit 2 Gew.°,, Schwefelsiure, 2 Stunden 
Wasserbad, 3 Stunden kochen. Berechnung des Nucleinsaéure-Purinstickstoffs 
(0,53, 0,55, 0,62% der angewandten Trockensubstanz), aus der Differenz 
Gesamtpurinstickstoff (0,82, 0,65, 0,84 °/, der angewandten Trockensubstanz) — 
Extrakt-Purinstickstoff (0,29, 0,10, 0,22°/, der angewandten Trockensubstanz)?. 

Zur Berechnung des Lipoidstickstoffs haben wir einen Lecithingehalt 
von 4,5% (5) (6) Lecithin zugrunde gelegt. Das entspricht einem Lipoid- 
stickstoffgehalt von 0,08°,. 

Tabelle II. 





Hefe Nr. 1* 


o 


der angewandten 
Trockensubstanz 


° 


vom Gesamt-N 


Zentrifugat der Uranylacetatfallung im Koch- 
salzextrakt 1,37 14,8 

. Purin-N im Uranylacetatniederschlag und im 
Riickstand 0,78 8.4 
Pyrimidin-N aus Tabelle IT 0,27 2,9 
0,08 0,9 
NichteiweiB-N 2,50 27,0 
Gesamt-N 9,27 100,0 
ReineiweiB-N 6,77 73,0 

* Vgl. Tabelle I. 


Kochsalzextrakt. 20g Trockenhefe der Deutschen Bergin A.-G. fiir Holz- 
hydrolyse (9,27°% Stickstoff in der Trockensubstanz) wurden mit 200 ccm 


1 Auf die Bedeutung dieser Fraktion kommen wir in der nachstehenden 
Arbeit zuriick (4). 
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10° iger Kochsalzlésung 72 Stunden unter gelegentlichem Schiitteln auf sv) 
erwirmt, zentrifugiert, zweimal mit Wasser gewaschen und der mit den Wasch 
wiassern vereinigte Extrakt auf 200 ccm eingeengt. Der Extrakt enthielt auf 
die angewandte Trockensubstanz berechnet 3,1° 9 Stickstoff, das sind 33,5 
vom Gesamtstickstoff. Ein aliquoter Teil wurde mit dem gleichen Volumen 
1,55°oiger Uranylacetatlésung gefallt und zentrifugiert. Das Zentrifugat 
enthielt 1,37°, Stickstoff der angewandten Trockensubstanz, das sind 14,8 
des Gesamtstickstoffs. 

Das Zentrifugat enthielt ferner 0,042°, der angewandten Trocken- 
substanz Purinstickstoff. Der Riickstand und der Uranylacetatniederschlag 
enthielten. also 0,82 (Gesamtpurinstickstoff s. oben) minus 0,042 = 0,78 
der angewandten Trockensubstanz Purinstickstoff. . 

Pyrimidinstickstoff und Lecithinstickstoff wurden aus Tabelle II ent- 
nommen. 


Zusammenfassung, 


Der ReineiweiBgehalt von sechs untersuchten Hefeproben lag 
zwischen 64 und 76°, des Rohproteingehalts und zwischen 30 und 43° 
der Trockensubstanz. 


Literatur, 


1) O. v. Soden u. K. Dirr, diese Zeitschr. 312, 252, 1942. — Stutzer, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 6, 573, 1882; J. f. Landw. 1880, 8. 103, 195, 432; 1881, S. 473. 
— 3) K. Dirr u. P. Decker, diese Zeitschr. 316, 239, 1943. — 4) P. Decker u. 
K. Dirr, ebenda 316, 249, 1943. 5) K. Dirr u. O. v. Soden, ebenda 312, 263, 
1942. — 6) B. Rewald, ebenda 218, 481, 1930. — 7) 8. Edlbacher u. P. Jucker, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 240, 78, 1936. 
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Uber den Nichteiwei8-Stickstoff der Hefe. 
II. Mitteilung: 
Die Zusammensetzung der Purinfraktion und die Extraktion 
der Nucleinsiuren'. 
Von 
P. Decker und K. Dirr. 
(Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitat Miinchen.) 
(Hingegangen am 16. Juli 1943.) 


In den purinhaltigen Bestandteilen der Hefe liegt, wie wir gezeigt 
haben (2), eine Fraktion des Nichteiweib-Stickstoffs vor, die vom Stand- 
punkt der Verwendung der Trockenhefe fiir die menschliche Ernihrung 
als unerwiinscht bezeichnet werden muB. Nachdem wir in der L. Mit- 
teilung dieser Reihe (1) iiber den Gesamtpuringehalt berichteten, 
haben wir uns in der vorliegenden Arbeit niher mit der Zusammen- 
setzung der Purinfraktion und den Méglichkeiten ihrer Extraktion aus 
der Hefe befaBt. 


Nucleinsiure und lésliche Purine in der Hefe, 

Da die Nucleinsiuren in der Hefe, besonders bei den iilteren Unter- 
suchungen iiber die Purine, absolut im Vordergrund standen, ist es 
nicht verwunderlich, daB Meisenheimer (3) die Ansicht iuBerte, die 
Purine der Hefe lagen vorwiegend in Form von Nucleinsiure vor. Die 
léslichen Purinderivate, wie Cozymase, Adenylsiiure und Adenosin- 
triphosphorsiiure u.a., die inzwischen in der Hefe aufgefunden und 
bestimmt wurden, schienen neben der Nucleinsiure von untergeordneter 
Bedeutung fiir den Gesamtpuringehalt zu sein. 


Der Gehalt der Hefe an Adenylsiiure in Form freier Adenylsiure 
und Adenosintriphosphorsiure betriigt nach (. Lutwak-Mann und 
T. Mann (4) 70mg in 100g Unterhefe (80°, Wassergehalt) ent- 
sprechend 0,06 °/ Purinstickstoff in der Trockensubstanz. v. Luler und 
Mitarbeiter (5) fanden ferner in 100g abgeschleuderter Bickerhefe 
25mg Cozymase entsprechend etwa 0,01°, Purinstickstoff. Damit 
sind etwa 0,07 © der Trockensubstanz, d. i. etwa 1/;) des Gesamtpurin- 


1 Ausgefiihrt mit Mitteln des Reichsministeriums fiir Ernahrung und 
Landwirtschaft. 
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stickstoffs, in Form léslicher Verbindungen erfaBt!. Ferner wurde \y. 
Hefe eine Adenylthiomethylpentose (6) isoliert, die aber offenbar \:,, 
in geringer Menge vorliegt. SchlieBlich wurde von verschiedenen Sei ey 
vermutet, dai auBer der Adenosintriphosphorsiiure noch andere Ace. 
nosinpolyphosphorsiiuren vorkommen. 

Wir fanden nun an einer Probe Holzzuckertrockenhefe der Bergiy- 
gesellschaft, daB durch Extraktion mit kaltem Wasser bereits (.23 
bis 0,27°, Purinstickstoff, das sind 28 bis 33°, des Gesamtpurin- 
stickstoffs, in Lésung gehen. Also wesentlich mehr als die oben erwilhnte 
Summe der bisher bestimmten wichtigsten Purinverbindungen. — |)a 
wir zuniichst vermuteten, daB bei der technischen Herstellung unseve: 
Trockenhefe durch eventuell vorhergegangene Autolyse oder durch die 
Trocknung bei hoher Temperatur auf dem Walzentrockner ein teilweiser 
Abbau der Nucleinsiiuren der Hefe stattgefunden hatte, haben wir einen 
Vergleich mit frischer Hefe durchgefiihrt. Hierzu kam Wasserextraktion 
nicht in Frage, da durch die intakte lebende Zellmembran praktisch 
keine organischen Inhaltsstoffe der Zelle ausgewaschen werden kénnen. 
Wir haben daher die Extraktion mit 10 °Ziger kalter Trichloressigsiure 
vorgenommen. Hierbei fanden wir in einer relativ stickstoffarmen, 
abgepreBten, frischen Torulahefe mit 0,1°,, der Trockensubstanz einen 
der obigen Summe von 0,07°, ahnlichen Wert, in vier verschiedenen 
Trockenhefen 0,23 bis 0,36 °, und in frischer Bickerhefe 0,22 °,, léslichen 
Purinstickstoff (Tabelle 1). 

Das ist, mit Ausnahme der erstgenannten Hefe, das Drei- jis 
Fiinffache von dem, was man auf Grund der bisherigen Ergebnisse 
erwarten konnte. Da auch Bickerhefe einen hohen Gehalt an léslichem 
Purin ergab, glauben wir nicht, daB die diihnlich hohen Werte der Trocken- 
hefen durch einen teilweisen Abbau von Nucleinsiiuren bei der Auf- 
arbeitung wesentlich bedingt sind. Immerhin ist uns von der Hele 
Nr. 4 bekannt, daB bei deren Aufarbeitung autolytische Prozesse statt- 
gefunden haben. Dafiir spricht auch ihr relativ hoher Gehalt an Nicht- 
eiweiB-Stickstoff [vgl. Tabelle I der vorstehenden Abhandlung (7)| 
Ganz invers fanden wir die Verhiltnisse bei der Hefe Nr. 5, der einzigen 
von den untersuchten Hefen, die auf Sulfitablauge geziichtet war. 
Hier steht einem sehr hohen Gehalt an léslichen Purinen ein extrem 
niederer Gehalt an Nucleinsiure gegeniiber. Der Nichteiweib-Stickst of! 
ist mit 36°, des Gesamtstickstoffs ebenfalls der héchste aller unter- 
suchten Hefen, aber doch nicht so verschieden vom Nichteiweib-Stick- 

' Die Diadenosin-5’-phosphorsiure von Kiessling und O. Mayerhof (11 
diirfte in der angegebenen Ziffer fiir Adenylsiure mit enthalten sein. Das 
Adenin-Alloxazin-Nucleotid von O. Warburg und W. Christian (12) und di: 
Codehydrase IT (5) kommen nur in ganz untergeordneter Menge vor. 
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stoffgehalt der frischen Backerhefe (28,3 °..) (7). Wir kénnen vorerst nicht 
entscheiden, ob diese extremen Verhiiltnisse auf die Ziichtung in Sulfit- 
ablauge oder auf Einfliisse bei der Verarbeitung zuriickzufiihren sind. 
Ausgeschlossen erscheint es uns, dali bei der von uns angewandten 
milden Behandlung Nucleinsiure, sei es als solehe, sei es in Form von 
Abbauprodukten, in Lésung geht. 

Aus diesen Ergebnissen folgt, daB der Gesamtpuringehalt der Hefe 
nicht ohne weiteres ein MaB ist fiir deren Gehalt an Nucleinsiure. 
Dieser kann vielmehr erst aus dem nach Auswaschen der léslichen 
Purine im Riickstand verbliebenen Purinstickstoff errechnet werden. 
Der wahre Gehalt der Hefen an Nucleinsduren erreicht also, wie sich aus 
Tabelle I ergibt, nur etwa 65 bis 85°, in einem Falle nur 42°. des aus 
dem Gesamtpurinstickstoff errechneten. Wenn aus den untersuchten 
sechs Hefeproben ein allgemeiner SchluB erlaubt ist, so scheint der 
Nucleinsiuregehalt der Hefe mit 5 bis 63°, der Trockensubstanz 
geringeren Schwankungen unterworfen zu sein als der Gehalt an lés- 
lichen Purinen, der bis zu 35°, des Gesamtpuringehalts ansteigen kann. 
Eine Ausnahme macht hier wieder die Sulfithefe (Nr. 5 der Tabelle I) 
mit nur 2,4°,, Nucleinsiiure, bei der 58°, des Purins in léslicher Form 
vorliegen. 

Nachdem wir in den von uns untersuchten Hefeproben zum Teil 
wesentlich gréBere Mengen an léslichen Purinen finden, als nach unseren 
bisherigen Kenntnissen zu erwarten war, liegt die Frage nahe, ob es 
sich dabei nur um einen héheren Gehalt an den bisher erfaBten Purin- 
derivaten handelt, oder ob noch andere, bisher in der Hefe noch nicht 
nachgewiesene Verbindungen vorliegen. Wir gehen dieser Frage weiter 
nach. 

Extraktion der Nucleinsiuren. 

Um die technische Méglichkeit der Darstellung purinfreier Hefe- 
priiparate fiir die mensehliche Ernihrung zu priifen, haben wir an Hand 
von Purinbestimmungen untersucht, wieweit sich die Purine nach den 
aus den Darstellungsvorschriften fiir Nucleinsiuren aus’ Hefe bekannten 
Methoden extrahieren lassen (Tabelle 11). Es ergab sich, daB durch 
kalte Natronlauge und 10° ige Kochsalz- oder Natriumacetatlésung 
in der Wirme 80 bis 90 °, des Purinstickstoffs extrahiert werden kénnen. 
Trotz mehrfachen Nachwaschens mit Wasser bleiben immer tiber 10°, 
des Purinstickstoffs im Riickstand. Es mége dahingestellt bleiben, ob 
in diesem Rest eine fester gebundene Nucleinsiurefraktion erfaBt wird, 
etwa die Thymonucleinsiure des Zellkerns, oder aber, ob unsere Extrak- 
tion der freien Hefenucleinsiure (8) unvollstindig bleibt. 

Wie aus Tabelle II weiter ersichtlich, geht bereits durch Wasser- 
extraktion ein merklicher Teil der Trockensubstanz und des Gesamt- 
stickstoffs in Lésung. Bei der Extraktion mit Natronlauge, Kochsalz- 
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oder Natriumacetatlésung gingen etwa 30 bis 35°, der Trockensubsianz 
und 27 bis 32° des Gesamtstickstoffs in den Extrakt. Dieser ent!::ilt 
85 bis 90°, des NichteiweiB-Stickstoffs und auBerdem 5 bis 8,5°, vom 
ReineiweiB-Stickstoff (7) des Ausgangsmaterials. Der Riickstand, de; 
also mit einer Ausbeute von 65 bis 70°, des Ausgangsmaterials anfillt. 
enthilt 9 bis 10°, Gesamtstickstoff, welcher zu 95°, Reineiwei8. 
Stickstoff ist. also 53 bis 60°, ReineiweiB. NichteiweiB-Stickstoff ist 
darin nur noch in Form des geringen Restes Nucleinsiure und als 
Lecithinstickstoff enthalten. 


Wie ist der Wert einer so extrahierten Hefe vom Standpunkt ihrer 
Verwendung zur menschlichen Ernihrung aufzufassen? Man mui 
sich zuniichst im klaren sein, da eine so extrahierte Hefe ausschlieBlich 
als Nahrungsmittel, d.h. als EiweiBtriger in Frage kommt und nicht 
mehr als ein irgendwie stoffwechselwirksames oder besonders vitamin- 
reiches Diiteticum zu werten ist. Wir glauben aber, daB auch die 
extrahierte Hefe im Verhiiltnis zu anderen Nahrungsmitteln noch 
relativ reich an Vitamin B, ist. J. Marcq und Mitarbeiter (9) haben 
nimlich nach zwei biologischen Testen eine mit Kochsalzlésung und 
Hefehydrdlysat zwecks Gewinnung von Hefeextrakt gekochte Hefe 
auf Vitamin B, untersucht. Obschon bei der von den Autoren ge- 
schilderten Behandlung 48 bis 50°, des Gesamtstickstoffs in Lésung 
gingen, enthielt der getrocknete Riickstand mit 300 TE./100g noch 
ein Drittel des urspriinglichen Vitamin B,-Gehalts von 900 LE. /100 g. 
Bei unseren Extraktionsversuchen ging, da wir von hitzekoagulierter 
Trockenhefe ausgingen, ein wesentlich geringerer Teil des Gesamt- 
stickstoffs in Lésung und wir glauben annehmen zu diirfen, daB auch 
bei uns im Riickstand etwa die gleiche Menge Vitamin B, zuriickbleibt. 


Der Reineiweifgehalt unserer extrahierten Hefe tibersterigt wesentlich 
den der nicht extrahierten. Der ReineiweiB-Stickstoff bleibt, wie sich aus 
dem oben Gesagten ergibt, zu 92 bis 95% erhalten. Die Beseitigung des 
Puringehalts liBt ihre Verwendung zu Erndhrungszwecken in beliehigen 
Mengen unbedenklich erscheinen, sie enthilt némlich mit 0,15 °% Purin- 
stickstoff nur noch etwa ebensoviel Purin wie Fleisch!. Es ‘ist ferner 
anzunehmen, daB die Stoffe, die die nicht sehr giinstige Wirkung der 
in groBen Mengen zugefiihrten Hefe auf die Verdauungstiitigkeit hervor- 
rufen, durch die Extraktion beseitigt werden. Auch ein groBer Teil 
der bei der kulinarischen Zubereitung leicht unangenehm_hervor- 
tretenden Geruchstoffe wird entfernt. Eine weitere Desodorisierung 
kann durch Durchleiten von Wasserdampf erreicht werden, eventuell 
unter etwas vermindertem Druck, um einen allzu groBen Verlust durch 
Inlésunggehen von EiweiB zu verhindern. 


1 Vgl. Tabelle I der I. Abhandlung dieser Reihe (1). 
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Uber den NichteiweiB-Stickstoff der Hefe. II. 


Experimenteller Teil, 
Tabelle I. 





Hete Nr. 2 3 4 5 


g in 100g Trockensubstanz 
Gesamtpurinstickstoff (1) 0,82 0,84 0,65 0,99 0,62 
Purinstickstoff (7), siureléslich .. 0,29 0,23 0,10 0,31 0,36 
Nucleinsaure-Purinstickstoff 0,53 ' 0,61 5! 0,68 0,26 
Nucleinséure 4,94 5,69 2; 6338} 242 
% des Gesamtpurinstickstoffes 
Saureléslicher Purinstickstoff 35,4 | 27,4 |15,4 | 31,3 | 58,0 26,2 
Nucleinsiure-Purinstickstoff 64,6 72,6 | 84,6 68,7 | 42,0 73,8 


* Vgl. Erklirung zu Tabelle [ der vorstehenden Abhandlung (diese Zeitschr. 316, 245, 1943). 


0,5 
5,1 


Der Nucleinsiure-Purinstickstoff wurde aus der Differenz des Gesamtpurin- 
stickstoffs (1) und des Purinstickstoffs im Trichloressigsiureextrakt (7) er- 
rechnet. Nucleinsiure daraus durch Multiplikation mit 9,31. 


Tabelle IT. 





Aus 100g getrockneter Bergin-Holzzuckertrockenhefe 
(9,27 % N, 0,82 °% Purin-N) wurden erhalten durch 
Extraktion mit 


5 ee 0%, 
Wome 2n-NaOH 10% gt 


kalt heif kalt NaCl acetat 


¢ Trockensubstanz im Extrakt etwa 20-25 28 30-35 30 30 
g Stickstoff im Extrakt ...... 1,5—1,8 2,0 2,6—2,7 | 2,9 3,0 
In % vom Gesamtstickstoff .... 16,2—19,5 21,6 27—29 | 31,4 32,1 
g Purin-N im Extrakt........ | 0,23—0,27 0,72 0,65 0,72 
In % vom Gesamtpurin-N...... 28 — 33 90 80 90 
g Rickstand 75 - 80 , 65—70 70 70 
N-Gehalt des Riickstandes in % 9,5—10 9,9 9,7—10,2' 9,2 9,2 
Purin-N-Gehalt des Riickstandes 

0,76 : 0,16 0,14 0,16 


Alle Extraktionsversuche wurden mit der Hefe Nr. 1 ! vorgenommen. 


Wasserextrakt kalt: 20 bis 50 g Trockenhefe wurden dreimal] mit je 10 Teilen 
Wasser bei Zimmertemperatur oder unter Eiskiihlung je 20 Minuten lang digeriert 
und zentrifugiert. In aliquoten Teilen der Lésung wurde durch Eindampfen 
und Trocknen im Vakuum bei erhéhter Temperatur die Trockensubstanz, 
Stickstoff nach Kjeldahl und Purinstickstoff nach Edlbacher und Jucker (10) 
bestimmt. Da sich gréBere Mengen des abgeschleuderten Riickstandes schlecht 
trocknen lassen, haben wir jeweils nur eine Probe zur Stickstoff- und Purin- 
bestimmung getrocknet und die Menge des Riickstandes aus der Trockensubstanz 
des Extrakts, bei den Extraktionen mit Natronlauge und Salzlésungen aus der 
durch Stickstoffbestimmungen im Extrakt errechneten absoluten Stickstoff- 
menge im Riickstand und dem prozentualen Stickstoffgehalt einer getrockneten 
Probe desselben berechnet. 


! Vgl. Anmerkung zu Tabelle I. 


Biochemische Zeitschrift Band 316. 
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Wasserextrakt hei8: 50g Trockenhefe wurden in 500 ccm Wasser sus) «1 
diert, zum Sieden erhitzt und 1 Stunde lang Wasserdampf durchgeleitet, \1 
die Geruchsstoffe der Hefe méglichst zu beseitigen. Der Riickstand wurde 
abgeschleudert, mehrfach mit kaltem Wasser gewaschen und die Waschwiaisser 
mit der Liésung vereinigt. Der Riickstand war praktisch véllig geruch- \ind 
geschmacklos. Analyse wie oben. 

Natronlaugeextrakt: Die Hefe wurde mit der zehnfachen Menge kalte; 
2n Natronlauge eine halbe Stunde digeriert, abgeschleudert und mehrfach jit 
kaltem Wasser gewaschen. 

Kochsalz- und Natriumacetatextrakt: Je 10g Trockenhefe wurden it 
100 cem 10° ,iger Salzlésung in einer Glasstépselflasche 72 Stunden unter 
gelegentlichem Umschwenken auf 80° gehalten, abgeschleudert, mehrfach mit 
kaltem Wasser gewaschen und wie oben beschrieben analysiert. 


Zusammenfassung. 


1. Der Purinstickstoffgehalt des Trichloressigsiureauszugs von 
frischer und Trockenhefe wurde bestimmt. Der Gehalt der Hefe an 
léslichem Purinstickstoff betragt danach im Durchschnitt 0,25 g pro 
100 g Trockensubstanz, wiihrend bisher lediglich 0,07 g in Form von 
Cozymase, Adenylsiiure und Adenosintriphosphorsiure erfaBt waren. 

2. Der Puringehalt der Hefe, der ihrer Verwendung als Nahrungs- 
mittel in gréBeren Mengen entgegensteht (2), wird durch Extraktion 
nach den zur Gewinnung von Nucleinsiuren iiblichen Methoden be- 
seitigt. Dabei wird der NichteiweiB-Stickstoff der Hefe mitextrahiert, 


wihrend der Reineiwei8-Stickstoff (7) praktisch vollstiindig erhalten 
bleibt. Die extrahierte Hefe besitzt daher einen wesentlich héheren 
prozentualen Reineiwei8gehalt. Ihre Brauchbarkeit fiir die menschliche 
Ernihrung wird diskutiert. 


Literatur, 


1) K. Dirr u. P. Decker, diese Zeitschr. 316, 239, 1943. 2) K. Dirr, 
ebenda 312, 233, 1942. — 3) J. Meisenheimer, Zeitscur. f. physiol. Chem. 114, 
207, 1921. — 4) C. Lutwak-Mann u. T. Mann, diese Zeitschr. 281, 140, 1935. 
5) H. v. Euler, F. Schlenk, H. Heiwinkel u. B. Hogherg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
256, 208, 1938. — 6) U. Suzuki u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 154, 278, 1924: 162. 
413, 1926. -- 7) K. Dirru. P. Decker, diese Zeitschr. 316, 245, 1943. — 8) H. Slew 
del u. T. Takahata, Zeitschr. f. physiol. Chem. 138, 165, 1924. — 9) J. Marcq 
u. P. Manil, Bull. Inst. agron. Stat. Rech. Gembloux 8, 172, 1939; Ref. Chem. 
Centralbl. 1940, I, S. 3290; J. Mareq, L. Lepuoutre u. A. Devuyst, Bull. Inst. 
agron. Stat. Rech. Gembloux 8, 5, 1939; Ref. Chem. Centralbl. 1941, f, 8. 792. 

10) S. Edlbacher u. P. Jucker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 240, 78, 1930. 
- 11) W. Kiessling u. O. Mayerhof, diese Zeitschr. 296, 410, 1938. — 12) 0. War. 
burq u. W. Christian, ebenda 298, 150, 1938. 
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Uber Heparinkomplement und eine Methode 
seiner vergleichenden Bestimmung im Blute. 
Von 
H, Dyckerhoff und R, Marx, 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Reichsuniversitat StraBburg 
und dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen.) 


(Eingegangen am 26. Juli 1943.) 


Die chemische Konstitution des Heparins ist trotz wertvoller 


Arbeiten, insbesondere von Jorpes!, noch nicht véllig aufgeklirt; wahr- 
scheinlich sind im Kérper mehrere Substanzen, die sich nur im Schwefel- 
siuregehalt unterscheiden, gerinnungshemmend wirksam. Wir wissen 
auch noch nicht sicher, ob das Heparin neben dem ,,normalen‘* Serum- 
antithrombin das einzige im Siugerorganismus physiologisch wichtige 
Antithrombin bzw. Antiprothrombin ist. Man kann begriindeterweise 
annehmen, da das Heparin einen Teilfaktor des Serumantithrombin- 
komplexes vorstell€?, der iiberwiegend durch die Adsorptionskapazitit 
der SerumeiweiBkérper bedingt erscheint?. Ob das Pepton- bzw. 
Anaphylaxieantithrombin, welches manche Tierarten bilden kénnen‘, 
mit dem Heparinantithrombin bzw. Heparinantiprothrombin identisch 
ist 5, bedarf weiterer Klarung. Manche Beobachtungen sprechen gegen 
eine Identitét der genannten Antithrombine®. So beobachtete z. B. 
Feissly?, daB sich Heparin im Plasma durch Salmin ausschalten 1aBt. 
Peptonantithrombin dagegen nicht. Ob und inwieweit Heparin an der 
Zunahme der Serumantithrombinaktivitit im anaphylaktischen Zustand 
bzw. Schock beim Meerschweinchen beteiligt sein kénnte, ist noch nicht 
niher analysiert. Die Feststellung einer normalen Blutgerinnungszeit® 
bei erhdhtem Antithrombintiter spricht zumindest im Falle der Ana- 
phylaxie des Meerschweinchens gegen eine Erhéhung des Heparin- 
antithrombins. 

Trotz der noch offenen Fragen ist es sehr wahrscheinlich, dal 
Heparin normalerweise auch im Blute vorkommt® und da es sowohl 


1 Jorpes, Acta med. scand. 88, 427, 1936. 2 Wilander, Scand. Arch. 
Physiol. 81, Suppl. Nr. 15, 1938. — * H. Dyckerhoff u. R. Marx, Zeitschr. f. d. 
ges. exper. Med. 110, 375, 1941; EZ. Wéhlisch, Ergebn. d. Physiol. 43, 338, 1940; 
E. Wéhlisch u. W. Griining, diese Zeitschr. 305, 183, 1910. — 4 Arthus, Arch. 
intern. Physiol. 7, 471, 1909; 9, 156 u. 179, 1940. — ® A. Quick, Amer. J. Physiol. 
116, 535, 1936. — 6) Schlossmann, Diss. Ziirich 1940. * Feissly, Helv. Med. 
Acta 5, 583, 1940/41. — 8 H. Dyckerhoff, R. Marz u. W. Ziegler, Zeitschr. f. 
d. ges. exper. Med. 108, 772, 1941. — *® Fuchs, diese Zeitschr. 222, 470, 1930; 
A. F. Charles u. Scott, J. of biol. Chem. 102, 425, 1933. 
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H. Dyckerhoff u. R. Marx: 


fiir die gerinnungsverhiitende Funktion der GefiBwinde! wie fiir das 
Blutgerinnungssystem selbst von Bedeutung ist. 

Wie Howell? schon zeigen konnte, ist Heparin kein direktes Anti. 
thrombin baw. Antiprothrombin. Es benétigt vielmehr zu seine; 
Wirkung einen Plasmafaktor, ein Komplement. Ohne Komplement ist 
Heparin ohne Wirkung im Blutgerinnungssystem. Die gegenteilizen 
Befunde® beruhen wohl auf Arbeiten mit komplementhaltigen (e. 
rinnungssubstraten, insbesondere mit nicht geniigend  gereinigten 
Fibrinogenlésungen. Warner, Brinkhous und Smith 4 konnten neuerdings 
die von Quick® abgelehnte erste dualistische Theorie der Heparin- 
wirkung unterbauen und darlegen, da& Heparin mit einem Komplement 
zusammen auch die Entstehung des Thrombins hindert. Da das 
Komplement fiir die antithrombische und die antiprothrombische 
Wirkung des Heparins dasselbe ist, ist bisher nicht exakt bewiesen. 
Die Serumalbuminfraktion enthilt jedenfalls die gesamte Komplement- 
wirksamkeit, wie auch wir feststellen konnten. Astrup und Darling® 
fanden bei Fraktionierung des Serumalbumins neben nur antithrombisch 
wirksamen und komplementfreien Fraktionen auch solche mit kom- 
plement- und antithrombischer Wirkung. Chargaff? gibt an, dab 
kristallisierte Serumalbuminfraktionen als Heparinkomplemente un- 
wirksam sind. Dieser Befund wiire durch Denaturierungsvorginge bei 
der Kristallisation erklirlich. Die Ergebnisse von Astrup und Darling 
(1. ¢.) dagegen sprechen sehr fiir die Annahme.eines bestimmten, charak- 
terisierten PlasmaeiweiBkérpers als Komplement. 

Mit dem normalen Serumantithrombin ist das Heparinkomplement 
nicht gleichzusetzen. Wie schon bemerkt, stellt der Komplement- 
eiweiBkérper wohl auch nur einen kleinen Teil der Wirksamkeit cles 
gesamten Serum- bzw. Plasmaantithrombinlkomplexes dar. Fiir diesen 
scheinen neben dem Serumalbumin und Plasmatrypsin die Serum- 
globuline “von betrichtlicher, die Wirksamkeit der Serumalbumine 
steigernder Bedeutung zu sein, wie E. Wéhlisch und Kohler beweisen 
konnten8. Wie wir® in einer friiheren Arbeit beschrieben haben, sind 
auch kristallisierte Serumalbuminfraktionen noch antithrombisch wirk- 
sam. Dieser Befund, zusammen mit demjenigen von Chargaff (!. ¢.). 
deutet wieder auf die Nichtidentitiéit von Serumantithrombin und 


1 Jorpes, Holmgreen u. Wilander, Jahrb. Morph. u. Mikro. Anat. 42, 2, 1937. 
— ? Howell u. Holt, Amer. J. of Physiol. 47, 328, 1918/19. — * Mellanby. 
J. Proc. Erg. Soc. London 116, I, 1934. — 4 Warner, Brinkhous u. Smith. 
zit. nach Wéhlisch, Ergebn. d. Physiol. 43, 338, 1940. — ® A. Quick, Amer. 
J. of Physiol. 114, 282, 1936. — °® Astrup u. Darling, Naturwiss. 29, 300, 141. 
— 7 Chargaff, Ziff u. Cohen, J. of biol. Chem. 136, 257, 1940. — * EB. Wohlisch 
u. V. Kohler, diese Zeitschr. 311, 408, 1942. — *® H. Dyckerhoff u. R. Marx 


(1. ¢.). 
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Heparinkomplement hin. Auch wir fanden das Heparinkomplement bei 
Verwendung von Rinderplasma hitzelabiler als das Serumantithrombin. 
Wir stimmen in dieser Beobachtung mit Astrup und Darling (I. c.) 
iiberein. Howell (l.¢.) fand dementsprechend im Katzenplasma das 
gewohnliche Antithrombin hitzelabiler als das Heparinkomplement. 


Da jetzt Methoden zur genaueren quantitativen Erfassung des Anti- 
thrombins! und Heparinkomplements zur Verfiigung stehén, wird die 
Frage der verschiedenen Temperaturempfindlichkeit von normalem 
Serumantithrombin und Heparinkomplement mit Plasmen der ver- 
verschiedenen Tierarten noch einmal systematisch gepriift werden 
miissen, da auch in diesem Falle die Verhaltnisse bei den einzelnen Tier- 
arten verschieden gelagert sein kénnten. Chloroformdurchschiittelung 
und Acetontrocknung zerstéren Heparinkomplement und Serum- 
antithrombin gréBtenteils und ungefihr in der gleichen GréBenordnung 
bis auf einen geringen Rest. Die Vereinigung von Heparin (in bestimmten 
Dosen) mit seinem Komplement bedarf zur Erreichung des Wirkungs- 
optimums einer bestimmten Kontaktzeit, die temperaturabhiingig ist. 

Nach Mellanby (l.c.) und Quick (l.¢.) ist eine bestimmte Kon- 
zentration an Neutralsalzen zur Bildung bzw. méglicherweise zur 
Wirkung (Wohlisch?) des Heparinantithrombins und Heparinanti- 
prothrombins ebenfalls unerlaBlich. 

Thrombokinase ist ein starkes Antiheparin in bezug auf die Throm- 
binbildung* und ein schwacheres Antiheparin in bezug auf die Thrombin- 
wirkung. 

Eine Methode des quantitativen Nachweises des wirksamen Heparins 
im Blute hat W.Grunke4 beschrieben. Sie beruht auf der teilweisen 
Ausschaltung des Heparinantithrom bins durch den Farbstoff Toluidin- 
blau in geeigneter Konzentration unter Verwendung paraffinierter 
Gefi&e zur kiinstlichen Verzégerung des‘ normalen Gerinnungsablaufs 
mm Zwecke der besseren Sichtbarmachung des Ausschaltungseffekts. 
Es ist allerdings noch nicht sicher, ob nicht auch noch andere im Orga- 
nismus méglicherweise noch vorkommende Antithrombine durch den 
Farbstoff Toluidinblau beeinfluBt werden. Versuche von Elsner, 
A. Liedmann und K. Oppers® iiber die Méglichkeit der Ausschaltung des 
Antithrombins aus Delessaria sanguinea in vivo und vitro durch Thionin 
bzw. Toluidinblau weisen auf diese Méglichkeit hin. Mit dieser reservatio 
mentalis kann man die Methode von Grunke (I. c.) unter Anwendung 
paraffinierter Reagensgliser auch auf Oxalatplasma zum qualitativen 


' Astrup u. Darling (l. ¢.). — *% A. Wohlisch u. V. Kéhler, (1. ¢.). — 
* H. Dyckerhoff u. R. Marx, diese Zeitschr. 3907, 35, 1949. — 4 W. Grunke, 
Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 107, 306. 1940. — 5 H. Elsner, A. Liedmann 
u. K. Oppers, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 190, 510, 1938. 
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258 H. Dyckerhoff u. R. Marx: 


Nachweis des Heparinantithrombins anwenden. Dieser qualitative 
Nachweis im Blute oder Plasma lai&t sich nur in bezug auf die Anti. 
prothrombinwirksamkeit fiihren. Die Beschleunigung, die man bein 
Toluidinblauzusatz zum System Plasma plus Thrombin erhilt, berult 
auf der Absittigung der Eiwei8adsorptionskapazitit und kann auch 
durch andere, mit Heparin nicht reagierende Farbstoffe zawege gebracht 
werden. Durch Clupein und Salmin kann dagegen Heparin in vitro 
und vivo! ausgeschaltet werden. 

Die Wirkung intravenés verabreichten Heparins wird durch 
Nachinjektion von Toluidinblau nicht aufgehoben. Auch in vitro kann 
ja die Heparinwirkung nur teilweise durch Toluidinblau ausgeschaltet 
werden. 

Mehrfach haben wir Kaninchen mit sehr hohen Dosen Heparin 
(Liquemin) behandelt, ohne bei gesunden Versuchstieren bei Fern- 
haltung von Traumen Blutungen zu bemerken. Dies stimmt mit Unter- 
suchungen von R. Jiirgens® iiberein, der bei Vermeidung traumatische: 
Insulte durch groBe Heparininjektionen das Blut von Kaninchen 
6 Tage vollig ungerinnbar halten konnte, ohne daB Himorrhagien auf- 
getreten waren. 

Es scheint uns diese Methodik einer ,,totalen Heparinisierung” fiir 
den Tierversuch vielleicht geeignet, um leichtere GefaiBpermeabilitiits- 


stérungen, die beim normalen Zustand des gesamten Blutgerinnungs- 
systems noch nicht zu Blutextravasaten fiihren, makroskopisch augen- 
scheinlich zu machen. Vielleicht kann diese Methodik auch fiir die 
Klairung mancher Probleme der serésen Entziindung mit herangezogen 


werden. 

Eine Methode zur isolierten, quantitativen Bestimmung des wirk- 
samen Heparins allein im Blute haben wir bisher nicht zur Verfiigung. 
Fiir manche analytische Fragestellung wird es aber auch sehr wertvoll 
sein, neben und parallel zu den zu Gebote stehenden Methoden der 
Analyse des gesamten Blutgerinnungssystems ein Verfahren zur ver- 
gleichenden Bestimmung des Heparinkomplements zu besitzen. Wir 
haben nun ein Verfahren entwickelt, um das Heparinantithrombin- 
komplement, dessen Identitit mit dem Heparinprothrombinkomplement 
mdglich, aber nicht.exakt bewiesen ist, zu bestimmen. Im folgenden 
schildern wir das Grundprinzip dieser Methode. Wir lassen komplement- 
freies Thrombin auf komplementfreies Fibrinogen einwirken und setzen 
diesem Gerinnungssystem eine gemessene kleine Menge des auf seinen 
Heparinantithrombinkomplementgehalt zu untersuchenden Plasmas 21. 


1 Chargaff u. Ohon, J. of biol. Chem. 122, 153, 1937. — 2 W. Grunke, |. c. 
— * R. Jiirgens, zit.: Bennhold, Kylin u. Rusznyak, Die EiweiBkérper des 
Blutplasmas. Dresden-Leipzig, Theodor Steinkopf, 1938. 
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Eine zweite Versuchsprobe wird ebenso angesetzt, ihr aber auBer- 
dem geniigend Heparin zugesetzt, um den Heparinantithrombin- 
komplementgehalt des Plasmas sicher zu kompensieren. Man liBt das 
Heparin und sein Komplement eine bestimmte Zeit aufeinander wirken. 
Auch Temperatur, Art und Glassorte des GefiiBes sind festgelegt. 

Der Quotient zwischen der Gerinnungszeit mit und ohne Heparin- 
zusatz gibt uns ein MaB fiir den Komplementgehalt des Plasmas. 

Die Thrombinaktivitit bzw. Thrombinmenge wird zweckmibig 
so gewihlt, daB eine nicht zu lange und auch (wegen der Ablesung der 
Werte) nicht zu kurze Gesamtgerinnungszeit resultiert. Die Konzentra- 
tion an Neutralsalzen wird stets gleich gehalten. Ob es giinstig ist, das 
m testende Plasma zur vélligen Ausschaltung der variablen Plasma- 
thrombokinase erst noch mit Sauerstoff zu behandeln, wird noch 
gepriift. Bei der sehr geringen angewandten Menge Plasma ist der 
mdgliche Fehler durch die in das System hineingebrachte Plasma- 
thrombokinase sehr klein. 


Der Heparinantithrombinkomplementquotient errechnet sich dem- 
nach folgendermaBen : 


Gerinnungszeit von Fibrinogen + Thrombin + zu untersuchendem Plasma 
Gerinnungszeit des gleichen Systems + Heparin 

Eine VergréBerung des Quotienten iiber die normale Schwankungs- 

breite hinaus wird eine Verminderung, eine Verkleinerung eine Ver- 


mehrung des Heparinantithrombinkomplements anzeigen. 


Uber die physiologische normale Schwankungsbreite, die Anwendung 
auf das Blut verschiedener Tierarten, sowie iiber die Grenzen der 
Methode werden wir noch berichten. 


Experimenteller Teil. 


A. Verwendete Substanzen. 


. Fibrinogen nach Bordet'. 
2. Standardthrombin nach Dyckerhoff und Kiirten?. 
. Thrombokinase aus Menschenhirn, konserviert nach Dam und Glavind?, 


. Albumin aus Rinderblut, hergestellt durch Halbsattigung mit Ammonsulfat 
und Dialyse‘. 


. Magnesiumsulfatplasma vom Rind. 
}. Liquemin, Hoffmann-La Roche. 

. Vetren, Promonta Hamburg. 

. Toluidinblau. 


' Bordet, C. r. Soc. Biol. 83, 576, 1920. — *? H. Dyckerhoff u. Kiirten, 
diese Zeitschr. 284, 111, 1938. — *% Dam u. Glavind, Acta med. Scand. 96, 
108, 1938. — 4 EF. Wéhlisch u. Griining, diese Zeitschr. 305, 183, 1940. 
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H. Dyckerhoff u. R. Marx: 


B. Angewandte Methodik. 


Die Feststellung der Thrombin- und Thrombokinaseaktivitat geschah ic 
friiher beschrieben !. 

Alle Gerinnungsbestimmungen wurden bei 37° im Thermostaten durch 
gefiihrt. Die Injektionen geschahen intravenés beim Kaninchen. 


Versuchsergebnisse, 


Tabelle I. Eigenschaften des Heparinkomplements. 





Art der Behandlung des “@TMnungs- 


A Zeit ir 
Heparinkomplemente xet 
P a Min. u. Sek 


Gerinnungsmischung 


leem F. + 0,5 cem Th. -++ 0,5eem L. + 1eem H, 0 3’ 10 
lecem F.-+-0,6cem Th. + 1,5cecm H,O 
leem F. + 0,5cem Th. + 0,5cem L. + 0,5 ccm : 
HK. (aus Citratplasma) 14 Tage 4°C 
leem F. + 0,5cem Th. + 0,5 cem L. + 0,5eem on ¥ 
HK. (aus Citratplasma) 24 Tage 4°C 
leem F. + 0,5 cem Th. + 0,5 cem L. +- 0,5 eem ™, oc 
HK. (aus Oxalatplasma) Ag Tage 4°C 
leem F.+0,5cem Th. + 0,5cem HK. (aus 5 Min. auf 56°C 
Oxalatplasma) erhitzt 


leem F. + 0,5cem Th. + 0,5cem HK. aus kurz. auigekocht 


Oxalatplasma + 0,5 ccm H,O 


leem F. + 0,6cem Th. + 0,5cem HK. (aus |} mit Chloroform 
Oxalatplasma) ausgeschiittelt 


lecem F, + 0,5 cem Th. + 0,5 cem L. + 0,5 eem Aceton 14’ 
H,0 + 0,5cem HK. getrocknet 


leem F. + 0,5ceem Th. + 0,5 cem Albumin Aceton getrocknet 1’ 50 


F. = Fibrinogenlésung, Th. = Thrombinlésung (2 mg Standardthrombin 
pro ccm), L. = Liqueminlésung (4°/o999ige Lésung), HK. = Heparinkom- 
plementlésung (Albumin). 


Aus Tabelle I geht hervor, daB der Albuminfraktion des Plasmas 
Heparinkomplementaktivitiét zuzuordnen ist. Alle durch Fallung ge- 
wonnenen Globulinfraktionen erwiesen sich demgegeniiber als nicht 
oder nur als sehr schwach wirksam, was sich wohl durch mangelnde 
Reinheit erklirt. Die Haltbarkeit des Heparinkomplements bei Au- 
bewahren bei 4° C im Eisschrank ist beschriinkt. Nach 3 bis 4 Wochen 
erwiesen sich unsere Priiparate als nicht mehr komplementwirksam 
Unterschiede an Wirksamkeit zwischen Komplement, das aus Citrat- 
plasma und Oxalatplasma hergestellt wurde, fanden wir nicht. Erhitzen 
auf 56° C 5 Minuten lang oder kurzes Aufkochen machen es gr6éBtentei!- 


1 H. Dyckerhoff u. R. Marz, diese Zeitschr. 313, 107, 1942. 
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Tabelle II. Die Bedeutung der Kontaktzeit von Heparin und Kom- 
plement fiir den erzielten Hemmungseffekt im Gerinnungssystem 
MgSO,-Plasma— Thrombin in Abhangigkeit von der Heparindosis. 





‘ Gerinnungs- 
Art der Aufbewahrung zeit in 
Min. u. Sek. 


Zeit der Auf- 


Gerinnungsmischung bewahrung 


1. 2ccm Mg S O,-Plasma +-0,5cem 
Thrombin + 1,5 cem H,O 


sofort 0’ 32" 


sofort . 6’ 


+ 


im Eis 
20’ im Thermostaten 
2. 2cem MgSO,-Plasma +-0,5cem bei Zimmertem peratur 
a Sie ae 
ombin + 1,5cem H,O : = 
Chron Jae 2 im Eis 
im Thermostaten 





60’ | im Eis 
im Thermostaten 


QR ee O'oror 


sofort 


~ 


im Eis * 65" 

20' im Thermostaten 55" 
3. 2ecm Mg SO,-Plasma + 0,2cem bei Zimmertemperatur FIG” 
j in -+- 0.5 ee i P ~s eer 
rg, peed oe Thrombin a sm Eis 25 
coe 2 im Thermostaten 40” 
ood im Eis 05” 
60 2 ae ae 
im Thermostaten 45 


sofort — 10” 


im Eis 10” 

20’ im Thermostaten 22’ 20” 
4. 2com MgS O,-Plasma + 0,3cem bei Zimmertemperatur 30” 

Liquemin + 0,5 cem Thrombin im Eis 20” 

+ 1,2 cem H,O , : Ami 
Wei 2 im Thermostaten 05 

im Fis Sy" 

im Thermostaten 30” 





unwirksam im Gegensatz zum Serum- bzw. Plasmaantithrombin. Bei 
letzterem ist ja zur quantitativen Bestimmung eine solche Erwirmung 
zur Ausfillung des Fibrinogens tiblich. Durchschiittelung mit Chloro- 
form! hat denselben denaturierenden Effekt. Nach Trocknung mit 
Aceton geht ebenfalls ein GroBteil der Komplementaktivitit verloren. 
Immerhin ist die zerstérende Wirkung der Acetontrocknung geringer 
als eine 5 Minuten wiihrende Erhitzung auf 56°C. 

Heparin erreicht im Gerinnungssystem MgSO4—Plasma erst nach 
einer gewissen temperaturabhingigen Kontaktzeit ein Wirkungs- 


1 Conf.: EZ. Wéhlisch u. V. Kéhler, diese Zeitschr. 311, 409, 1942. 
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262 H. Dyckerhoff u. R. Marx: 


optimum. Bei lingerem Stehen der Heparinplasmamischung geht der 
Heparinhemmungseffekt wieder zuriick. Dies scheint aber nur {ii 
gewisse, relativ gréBere Dosen Heparin zu gelten. Bei 0,1 cem Heparin. 
lésung (0,02 E. Heparin) pro Versuchsansatz ist beim Stehen nur eine 
langsame Abnahme der Thrombinhemmungswirksamkeit festzustellen, 


Tabelle Il]. Eignung des Gerinnungssystems Rindermagnesium. 
sulfatplasma—Standardthrombin zum Heparinnach weis. 





Menge Thrombin Menge Vetren Gerinnungszeit des Mg S O,-Plasmas 
in mg in y in Min. und Sek. 


6’ 40°’ 
3’ 10” 
1 mg 9 99)" 
2’ 16" 
| > 16’ 
’ 00” 

9 
2 mg | 50! 
"25 


’ 


” 


Das Magnesiumsulfatplasma wurde stets 1:10 mit dest. H.() 
verdiinnt. 2cem dieser Plasmaverdiinnung wurden im Reagensglas 
im Gesamtvolumen 4 ccm zur Gerinnung gebracht. 1/39 bis 1/); 


Vetren ist auf diese Weise noch deutlich nachweisbar. 


Tabelle IV. Antiheparinwirkung der Thrombokinase in der zweiten 
Gerinnungsphase. 





. teri rz} 
Gerinnungsmischung hey Min — Bek. 


lecem Fibrinogenlésung + 0,5 ecem Liqueminlésung + 1 ccm 
Thrombokinase +- 0,5 com Thrombin 16’ 

lecem Fibrinogenlésung + 0,5 ccm Liqueminlésung + 0,5 ccm 
Albuminlésung + 1,5 cem H,O ... > 24h 


1 ecem Fibrinogenlésung + 1,5 cem Thrombokinase + 0,5 ccm 
Albuminlésung + 0,5 com Wasser + 0,5ccm Thrombinlésung 1’ 20” 


Thrombokinase wirkt in der zweiten Gerinnungsphase als Anti- 


heparin. 


Tabelle V. Einwirkung von Toluidinblau auf die durch Heparin: 


injektion verlangerte Blutgerinnungszeit des Kaninchens. 





| Zeit von der | Zeit von der | Injektion Gerinnungs- 


P Liquemin- | Gerinnungs- 

Kanin- Gewicht poem injektion | zeit nach | 
chen in kg yg “4 bis zur Liquemin- 
icpuie: 3 Gerinnungs-| injektion 
Nr. priifung 


1. Injektion ecm zeit nach 
| bis zur Toluidin- Toluidin- 
2. Gerinnungs- blau blauinjek- 
priifung Ifo %, 1% tion 


> 60’ 
~> 60’ 
6' 20” 
~ 60’ 
> 60’ 


> 60 
> 60 

4 
> 60’ 
> 60’ 
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Die Toluidinblauinjektion wurde direkt anschlieBend an die Blut- 
entnahme zur ersten Gerinnungszeitbestimmung vorgenommen. 

Eine die Heparinwirkung in vivo ausschaltende oder teilweise aus- 
schaltende Wirkung von Toluidinblauinjektionen lait sich an der Blut- 
yerinnungszeit nicht feststellen. 


Zusammenfassung, 


1. Serumantithrombin und  Heparinkomplement sind _ nicht 
identisch. 

2. Heparinkomplement und Heparin in bestimmten Dosen _be- 
diirfen zur Erreichung des antithrombischen Wirkoptimums einer 
bestimmten Kontaktzeit. Diese ist temperaturabhiingig. 

3. Thrombokinase ist ein starkes Antiheparin in der ersten Ge- 
rinnungsphase, ein schwiicheres in der zweiten Gerinnungsphase. 

4. Die Heparinwirkung |iBt sich in vivo durch Injektion von 
Toluidinblau nicht ausschalten. 

5. Eine Methode zur Erfassung des Heparinantithrombinkomple- 
ments im Blute wird in den Grundziigen beschrieben. 
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Die Reduktion des Hiimiglobins. 
Von 
Manfred Kiese. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 28. Juli 1943.) 


Mit 22 Abbildungen im Text. 


Himoglobin wird durch molekularen Sauerstoff zu Héamiglohin 
(Methimoglobin) oxydiert. Diese Reaktion verliuft auch im Erythro- 
eyten innerhalb des Organismus und wiirde in kurzer Zeit das gesanite 
Haimoglobin zu Himiglobin oxydieren und somit fiir den Sauerstoff- 
transport ausschalten, wenn nicht ununterbrochen eine Reduktion des 
Himiglobins im Erythrocyten stattfiinde. Daher ist tatsichlich im 
normalen Blute nur eine sehr geringe Konzentration von Hamiglobin 
zu finden, die nach bisherigen Untersuchungen im allgemeinen unter 
0,3°, anzunehmen ist. Besonders deutlich wird die Fiahigkeit des 
Organismus, Himiglobin im Erythrocyten zu reduzieren, wenn die 
Hiimiglobinkonzentration durch Einwirkung eines himiglobinbildenden 
Stoffes erheblich erhéht oder einem Tier himiglobinhaltige Erythro- 
3:45. Die Reduktion des Hamiglobins erfolzt 
auch auBerhalb des Organismus, wenn z. B. einem Tier mit einer er- 


cyten injiziert werden } * 


héhten Himiglobinkonzentration Blut entnommen wird und _ dies 
stehenbleibt ® 78 Das Blut selbst enthilt also die zur Reduktion 
des Hiimiglobins faihigen Stoffe. 


Durch Untersuchungen von Warburg, Kubowitz und Christian ® 
und Wendel ist bekannt, daB Glucose und Milchsiiure im Erythro- 
eyten von entsprechenden Fermenten dehydriert werden und so mit 
diesen Fermenten Himiglobin reduzieren kénnen. Warburg, Kubowit: 
und Christian ® wiesen im Erythrocyten ein Fermentsystem nach, das 
Glucose nach Phosphorylierung zu dehydrieren und Himiglobin zu 
reduzieren vermag. Spiiter trennten Warburg und Christian"! aus diesem 
System ein makromolekulares ,,Zwischenferment’ und ein nieder- 


' W. Heubner u. H. Moébus, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 190, 223, 1938. 
2 F. Jung, ebenda 192, 464, 1939. — ®° P. Dittrich, ebenda 29, 247, 1891. 
1 G. Gelinski, ebenda 195, 460, 1940. — ® G. Kunz, ebenda 199, 508, 1942. 
5 W. Heubner u. M. Stuhlmann, ebenda 199, 1, 1942. 7 L. Lewir, ebenda 
35, 401, 1895. — § K. Sakurai, ebenda 107, 287, 1925; 109, 198, 214, 1925. 
® O. Warburg, F. Kubowttz u. W. Christian, diese Zeitschr. 227, 245, 1930. 
'0 W. B. Wendel, Proc. soc. exp. Biol. Med. 28, 401, 1931; J. of biol. Chem. 102. 
373, 385, 1932. ' O, Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 206, 1931. 
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molekulares Co-Ferment ab, die zusammen mit Hexosemonophosphat 
(Robison-Ester) auch Himiglobin reduzierten. Im _ weiteren Verlauf 
ihrer Untersuchungen haben Warburg und Mitarbeiter die Reduktion 
des Hiimiglobins nicht weiter verfolgt. 


Wir haben die Kinetik der Himiglobinreduktion niher untersucht 
und neben der enzymatischen Reduktion auch die durch biologisch 


interessante Substanzen weiter analysiert. 

Hiimiglobin wird durch Bacterien und Gewebsbrei schnell reduziert. 
Mit Riicksicht auf die schnelle Reduktion des Muskelhiimiglobins im 
Muskel, die eine Anhiiufung von Muskelhimiglobin in vivo sicher 
ausschlieBt!, sind auch diese Reaktionen von besonderem biologischem 
Interesse. Sie sind ihrem Wesen nach der Reduktion im Erythrocyten 
verwandt, sollen aber hier noch nicht niher erértert werden. 


Methoden, 


Fiir die Messungen der Geschwindigkeit der Reduktion durch einfache 
reduzierende Stoffe und durch Fermente wurde Hamiglobin aus kristallinem 
Pferdehimoglobin verwendet. Dieses wurde durch Hamolyse der gewaschenen 
Erythrocyten mit Toluol gewonnen. Zur Entfernung anhaftender Fermente 
wurde es durch Auflésen in Alkali und Ansauern viermal umkristallisiert und 
anschlieBend mit Aluminiumhydroxyd C? behandelt. Durch Zusatz von 
Nitrit wurde das Hamoglobin zu Hamiglobin oxydiert und das Nitrit durch 
mehrtagige Dialyse gegen destilliertes Wasser im Eisschrank entfernt. 

Die Untersuchungen iiber die Reduktion von Hamiglobin im Erythrocyten 
und die vollstandigen, nicht abgetrennten Fermentsysteme wurden an den 
Erythrocyten verschiedener Tiere durchgefiihrt, wobei jeweils die fiir den Zweck 
geeignetsten gewihlt wurden. Himiglobin wurde in den Zellen durch Zusatz 
eines Uberschusses von Natriumnitrit oder Amylnitrit gebildet und das Nitrit 
dann durch viermaliges Waschen der Zellen mit Ringerlésung entfernt. So 
wurde ein Zellbrei mit einem Gehalt an Gesamthamoglobin von etwa 30°, 
erhalten. Bei den meisten Erythrocyten (Pferd, Hund, Rind, Schwein, Hammel, 
Katze) wurden auf diese Weise Zellen erhalten, deren gesamtes Hamoglobin 
oxydiert war, bei den Erythrocyten von Meerschweinchen und Kaninchen 
jedoch meist nicht. Hier wurden oft nur 50 bis 70°, des gesamten Hamoglobins 
als Hamiglobin erhalten. 

Zur Herstellung von Lésungen der in den Erythrocyten enthaltenen Fer- 
mente wurden gewaschene Pferdeerythrocyten verwendet. Diese wurden mit 
Kohlenoxyd gesattigt, mit Toluol in der Kalte hamolysiert, méglichst viel 
Hamoglobin zur Kristallisation gebracht und dann durch Zentrifugieren die 
Kristalle (Bodensatz) und die Stromata (oberste Schichte) von der Lésung ab- 
getrennt. Kristalle und Stromata enthielten noch Fermente. Sie wurden mit 
der halben Menge Wasser gewaschen, zentrifugiert und die Lésungen mit der 
zuerst erhaltenen vereinigt. Durch wiederholtes fraktioniertes Aussalzen mit 
Kaliumphosphat und Ammoniumsulfat wurden aus der Lésung Fermente 
abgetrennt. 


' M. Kiese u. H. Kaeske, diese Zeitschr. 312, 121, 1942. — ? R. Willstatter 
u. H. Kraut, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 56, 1117, 1923; 57, 1082, 1924. 
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Wasserstoff iibertragendes Co-Ferment, Triphosphopyridinnucleotid, wurci 
ebenfalls aus Pferdeblut dargestellt nach dem Verfahren von Warburg, Chrisi, 
und Griese!, Nach Fallung der Proteine mit Aceton wurde das Co-Ferment «|s 
Quecksilberverbindung gefallt, diese mit Schwefelwasserstoff zerlegt, andor 
Phosphate als Ba-Salze gefallt, das Co-Ferment als Quecksilbersalz nied 
geschlagen, wieder mit Schwefelwasserstoff vom Quecksilber getrennt und it 
Aceton gefallt. Weitere Reinigung wurde nicht durchgefiihrt. 

Hexosemonophosphat (Robison-Ester) wurde nach Angaben von Warburg 
und Christian? dargestellt. Die Garung des Lebedew-Saftes wurde auch in 
GroBansatz laufend manometrisch verfolgt. Glucose und Phosphat wurden 
erst zugesetzt, wenn die Garung nach wechselnder Zeit gut im Gange wa 
Das Gemisch von Glucose und Phosphat wurde laufend eingetropft, so das 
maximale Gargeschwindigkeit erhalten blieb. Hefe, die vor dem Trocknen 
nicht abgepreBt war, lieferte einen Lebedew-Saft, der nur schlecht giarte und 
nur sehr wenig Robison-Ester bildete. Der nach griindlichem Abpressen und 
Trocknen von der gleichen Hefe (Unterhefe der Brauerei Schulthei8-Patzenhofer) 
erhaltene Lebedew-Saft lieferte Robison-Ester in sehr guter Ausbeute?*. 

Hexosediphosphat wurde nach der Vorschrift von Newberg und Kobel' 
dargestellt und gereinigt. Beide Hexosephosphate wurden als Kaliumsalz: 
verwendet. 

Im allgemeinen wurde die Reduktion des Hamiglobins in einer Kohlen 
oxydatmosphire gemessen, um eine Oxydation des Hamoglobins zu vermeiden. 
Durch Vergleich der Reaktion unter Stickstoff wurde gepriift, ob Kohlenoxyd 
die Reaktion beeinfluBt. Nur Versuche, in denen besonders die Hamiglobin 
reduktion in Gegenwart von Sauerstoff oder die Sauerstoffaufnahme eines 
Systems gepriift werden sollte, wurden unter Luft oder Sauerstoff durchgefiihrt. 

Die Messung der Reduktionsgeschwindigkeit des Hamiglobins erfolgte 
teils durch Entnahme von Proben aus dem Reaktionsgemisch und_ kolori- 
metrische Bestimmung des Himiglobins nach Havemann, Jung und v. Issekutz° 
in Havemanns Photozellenkolorimeter®. AuBerdem wurde die Reduktions 
geschwindigkeit in Kohlenoxydatmosphare manometrisch mit Warburgs Apparat 
durch Bestimmung der Kohlenoxydaufnahme gemessen. In allen Versuchen 
enthielt der Hauptraum der kegelférmigen GefiBe einschlieBlich der zunichst 
in die Birne gegebenen Fliissigkeit 3,6ccm. Der Einsatz enthielt 0,4 ccm 
10°,ige Natronlauge und ein kleines, iber den Rand des Einsatzes hinaus 
reichendes Réllchen aus Filterpapier von immer gleicher GréBe. Fiir die Kohlen 
oxydaufnahme durch die Lauge in den ReaktionsgefiBen wurde in jedem Falk 
korrigiert. Alle Messungen wurden bei 37° durchgefiihrt. Zur Messung de1 
Reduktion im intakten Erythrocyten wurden die Zellen in Phosphat-Ringe: 
lésung, einem Gemisch von | Teil m/10 Phosphat, pq 7,3, und 3 Teilen Ringet 
lésung, aufgeschwemmt. 


Die Reduktion des Himiglobins durch Glycerinaldehyd. 


Bei Giirungsversuchen beobachteten wir, da’ Glycerinaldehy« 
Hiimiglobin reduzierte. Die Reaktion verlief auch ohne jeden Ferment- 


' O. Warburg, W. Christian u. A. Griese, diese Zeitschr. 282, 157, 1935. 
2 O. Warburg u. W. Christian, ebenda 254, 438, 1932. — * Herrn Pro! 
O. Warburg habe ich dafiir zu danken, daB er uns seine Apparaturen zu) 
Waschen und Abpressen von Hefe freundlichst zur Verfiigung stellte. 
4 CO. Neuberg u. M. Kobel in Oppenheimer-Pincussen, Die Methodik der Fe: 
mente. Leipzig 1929. — ° R. Havemann, F. Jung u. B. v. Issekutz jun., dics 
Zeitschr. 301, 116, 1939. — * R. Havemann, ebenda 301, 105, 1939; 306, 224, 19.40 
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zusatz mit dem durch mehrfache Umkristallisation und Dialyse ge- 
reinigten Hiimiglobin. Es seien hier einige Daten tiber diese Reaktion 
gegeben. , 

Unter SauerstoffabschluB in Kohlenoxydatmosphire entsprach die 
Reduktionsgeschwindigkeit bei einer Glycerinaldehydkonzentration von 
10-3 bis 10-2 Mol /Liter etwa der Reduktion des Himiglobins im Erythro- 
eyten. Die Reduktionsgeschwindigkeit bei verschiedenen Konzentra- 
tionen von Glycerinaldehyd ist in Abb. 1 wiedergegeben. Gemessen 
wurde die durch die Reduktion 
des Hémiglobins  eintretende 
Aufnahme von  Kohlenoxyd ae | IS x3 
durch die Lésung. Der Um- 
satz nahm mit der Konzentra- 
tion von Glycerinaldehyd un- 
gefiihr direkt proportional zu. | x09 
Die experimentellen Abwei- 
chungen bei schnelleren Reak- | | R5x1g-3 
tionen sind  wahrscheinlich ; / er | 
durch die nicht ganz geniigende fj - 
iffusi ‘Oj ie Lé- Ps 57% 10-3 
Diffusion von CO in die L6 / if a 
sung unter den Bedingungen ' Mol pe bifen 
/ s FI Eycerinaldehyd 
im Warburg-Apparat  verur- ar 
sagt, We tye a a ar) 

Ebenso wie die Konzen- Minuten 
tration des Glycerinaldehyds Abb. 1, Reduktion von Hiimiglobin durch 

4 7 ae ia Glycerinaldehyd verschiedener Konzentration 
war auch die des Hamiglobins Hiimiglobin 2,3-1073 Aquivalent pro Liter. 
bestimmend fiir den Umsatz. Phosphat 0,05 Mol pro Liter, pH 7,4. Die 

‘ ‘ : re, ‘ Zahlen an den Kurven geben die Konzentration 
Bei niedrigen Hiamiglobin- von Glycerinaldehyd in Mol pro Liter an. Tem- 


° . . . . peratur 37°, Gasraum CO. Ordinate: CO-Auf- 
konzentrationen, wo die Mes nahme als Mafi der Hiimiglobinreduktion. 


x10" 

















sung des Reaktionsverlaufs mit 
der angewandten Methode zuverlissig war, nahm die Reduktion pro- 
portional mit der Hiamiglobinkonzentration zu, wie die in Tabelle I 
wiedergegebenen Versuchsergebnisse zeigen. 


Tabelle I. Reduktionsgeschwindigkeit von Hamiglobin durch Gly- 

cerinaldehyd in Abhangigkeit von der Hamiglobinkonzentration. 

(Glycerinaldehyd 9-10-* Mol pro Liter. Phosphat 0,05 Mol pro Liter, py 7,4. 
Fliissigkeitsmenge 3,6cem. Temperatur 37°, Gasraum CO. 








Reduktionsgeschwindigkeit 
(C O-Aufnahme) 


emm pro Minute 


0,1: 0,06 
0,2 0,12 
0,63 0,24 
1,3 0,44 
2.6 0,83 


Hamiglobinkonzentration 
Aquivalent - 103 pro Liter 
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Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde von der Wasserstoffione 
konzentration in Phosphat- und Pyrophosphatlésungen stark beeinflubt 
Im Bereich von py 5 bis 9 ergab sich eine geradlinige Abhingigkeit 
der Reaktionsgeschwindigkeit vom py (Abb. 2). In Boratlésungen 
verlief die Reaktion wesentlich langsamer als in Pyrophosphat. De: 
EinfluB Wasserstoffionen 
war in Boratlésung erheblich ve. 
ringer (Abb. 2). 

Durch Methylenblau wurde 
die Reduktion von Hiimiglotin 
durch‘ Glycerinaldehyd beschleu- 
nigt. Die Wirkung von Methylen- 
blau war aber nicht stark. Eine 
4- 10-5 Mol 
pro Liter Methylenblau beschleu- 
nigte die Reaktion um etwa 50 ' 


der 


a 


Konzentration von 


cmm C0 7eManvle —e 


S 


Glycerinaldehyd vermochte 
auch in den intakten Erythro- 
eyten einzudringen und Hiimi- 
34 FF :Célob in im 


> 
= 
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Erythrocyten zu _ re- 
Die Reduktionsge- 
schwindigkeit des Hiimiglobins 


yy — duzieren. 


Abb. 2. Abhiingigkeit der Reduktion des 
Himigiobins durch Glycerinaldehyd von der 


Wasserstoffionenkonzentration in Pyrophos- 
phat-, Phosphat- und Boratlésung. Himi- 
globin 2,3 - 107% Aquivalent pro Liter. Gly- 
cerinaldehyd 10-* Mol pro Liter. 
<xx Messungen in Pyrophosphat 0,05 Mol pro 
Liter, @ Messung in Phosphat 9,05 Mol pro 
Liter, ooo Messungen in Borat 0,05 Mol pro 
Liter. Temperatur 37°, Gasraum CO. Ordi- 
nate: CO-Aufnahme pro Minute als Maf der 
Reduktionsgeschwindigkeit. 


i,o° 


im Erythrocyten war etwa die 
gleiche wie die des gereinigten 
Be. 
schleunigung der Reaktion durch 
Methylenblau war von der glei- 


Hiimiglobins. Auch die 


chen GréBe wie beim gereinigten 
Himiglobin. 


Die Reduktion des Hiimiglobins durch Ascorbinsiure. 


Bei Untersuchungen tiber die gekoppelte Oxydation von Hiimi- 
globin und beobachtet, da Ascorbinsiiure 
Himiglobin bei 37° ziemlich schnell reduzierte. Allerdings wirkte in 
jenen Versuchen Ascorbinsiure in ziemlich hoher Konzentration ein. 
Da somit eine weitere biologische Reduktionsméglichkeit gegeben ist. 
haben wir auch diese Reaktion untersucht. 


Ascorbinsiiure! wurde 


In Kohlenoxydatmosphire verlief die Reduktjon des Hiimiglobins 
durch Ascorbinsiiure erheblich schneller als die durch Glycerinaldehyd. 
Wihrend durch 3- 10-5 Mol Glycerinaldehyd unter den beschriebenen 


1 M. Kiese u. H. Kaeske, diese Zeitschr. 312, 121, 1942. 
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Versuchsbedingungen 3-10-8 Mol CO pro Minute aufgenommen, 
d.h. 3-10-8Aquivalente Himiglobin reduziert wurden, vermochte 
Ascorbinsiure die gleiche Reduktionsgeschwindigkeit schon mit einer 
Menge von 2- 10-6 Mol zu erreichen. Die Untersuchungen iiber den 
KinfluB der Konzentration von Himiglobin und Ascorbinsaure auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit fiihrten zu einem anderen Ergebnis als bei 
Tabelle II. Abhangigkeit der Geschwindigkeit der Reduktion von 
Himiglobindurch Ascorbinsaure vonder Hamiglobinkonzentration. 
Ascorbinsiure 1,4-10-* Mol pro Liter, Phosphat 0,05 Mo] pro Liter, py 7,4. 
Temperatur 37°, Gasraum CO. 





Reduktionsgeschwindigkeit 
(C O-Aufnahme) 


emm pro Minute 


Himiglobinkonzentration 
in Aquivalent pro Liter - 103 


0,23 0,20 
0,57 0,55 
1,14 1,20 
2,28 2,80 


dem Glycerinaldehyd. Bei einer Ascorbinsiiurekonzentration, die 
gréBer war als die Aquivalentkonzentration Hiamiglobin, war die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Konzentration von Hiimiglobin propor- 
tional (Tabelle 11). Zwischen As- 
corbinsiiurekonzentration und 
Reaktionsgeschwindigkeit ergab 
sich jedoch keine lineare Be- 
ziehung. Bei gleicher Hiimi- 
globinkonzentration niiherte sich 
die Reduktionsgeschwindigkeit 
mit steigender Ascorbinsiure- 
konzentration einem Grenzwert 
(Abb. 3). : ; 


Mol je Liter Ascorbinsaure x 10-3 





> SF 
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cmm C0 |e Minute —= 
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Aus diesen Ergebnissen war Abb. 3. Abhiingigkeit der Geschwindigkeit 
4 i der Reduktion des Hiamiglobins von der 
zu schlieBen, dafS die Reduktion Ascorbinsiurekonzentration. Hiimiglobin 
des Haimiglobins durch Ascorbin- ee eee we Wee. See 
: , 0,05 Mol pro Liter, My 7,4. Temperatur 37°, 
siure nicht als _ bimolekulare Gasraum CO. Ordinate; CO-Aufnahme in 
: ‘ : emm pro Minute als Ma®B der Reduktions- 
Reaktion erfolgt, sondern dab eiebiiliedialedh: 
die Ascorbinsiiure sehr schnell 
mit dem Hamiglobin unter Bildung einer Verbindung reagiert und dab 
die als Reaktion erster Ordnung verlaufende Reduktion des Kisens 
in diesem Hamiglobin-Ascorbifisiurekomplex demgegeniiber langsam 
verliuft und somit geschwindigkeitsbestimmend ist. 
Der EinfluB der Wasserstoffionen auf die Reaktion ist in Abb. 4 
dargestellt. Mit Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration von 
Biochemische Zeitschrift Band 316. 18 
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pu 5 auf py 7,5 nahm die Reduktionsgeschwindigkeit nur wenig » 
und stieg jenseits py 8 schnell auBerordentlich stark an. In Phosphat- 
und Pyrophosphatlésungen verlief die Reaktion schneller als in Borat- 
lésungen. Der Anstieg der Reduktionsgeschwindigkeit mit Abnahiie 
der Wasserstoffionen war in Boratlésung geringer als in Pyrophosphat- 
ldésung. 

Der EinfluB8 der Wasserstoffionen auf die Reduktion des Hami- 
globins durch Ascorbinsiiure war ahnlich dem auf die durch Kupfe: 
katalysierte Oxydation der As. 
corbinsiure. In Lésungen von 
pu <7 fanden Barron, de Meio 
und Klemperer! die Ascorbin- 





siure gegeniiber Sauerstoff be- 
stiindig, wenn Verunreinigungen 
durch Schwermetalle vermieden 
wurden. In Lésungen von py > 7 
trat eine mit Abnahme de! 
Wasserstoffionen schnell = an- 
steigende Autoxydation ein. In 
Gegenwart von Kupfer fand auch 
in saurer Lésung eine Oxydation 


cmm CO Je Minute —= 


der Ascorbinsiure statt, deren 
Geschwindigkeit mit sinkender 
Wasserstoffionenkonzentration 
zunahm. Diese Zunahme der 
Oxydationsgeschwindigkeit war 
stiirker als die in unseren Ver- 
suchen beobachtete Steigerung 











7 8, g 10 4) 
Pu _— 
Ab. 4. Abhingigkeit der Geschwindigkeit der 
Reduktion von Himiglobin durch Ascorbin- globin mit Abnahme der Wasser- 
siiure von der Wasserstoffionenkonzentration. ffi 
Himiglobin 2,3-107* Aquivalent pro Liter. stoffionen. 
Ascorbinsiiure 2,1-10-* Mol pro Liter. Innerhalb der Ervthrocyten 
xx» Messungen in Pyrophosphat 0,05 Mol : : Se th : 
pro Liter, 000 Messungen in Borat 0,05 Mol befindliches Hiimiglobin wurde 
pro Liter. Temperatur 27°, Gasraum CO, . Fusatz ve s insure 
Ordinate : CO-Aufnahme in emm CO pro Mi- durch Zusatz hie As corbins an . 
nute als Maf der Reduktionsgeschwindigkeit. Zu der Erythrocytensuspension 
nicht reduziert. | Dementspre- 
chend fanden wir auch am lebenden Tier nach Bildung von Himi- 
globin durch m-Dinitrobenzol keine Verminderung der Himiglobin- 


konzentration durch intravenése Injektion von Ascorbinsiure. 


der Oxydation durch Hiimi- 


In Gegenwart von Sauerstoff wurde Himiglobin durch Ascorbin- 
siiure ebenfalls reduziert. Daneben trat aber eine gekoppelte Reaktion 


1 #.S8.G. Barron, R. H.de Meio u. F. Klemperer, J. of biol. Chem. 112. 
625, 1935. 
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des Hiimoglobins mit der Ascorbinsiiure und Sauerstoff ein, die zur 


Bildung von Verdoglobin A fiihrte’*. Je nach der Konzentration von 
Ascorbinsiiure wurde innerhalb weniger oder vieler Stunden ein erheb- 
licher Teil des Hiimoglobins in Verdoglobin verwandelt. Da die Verdo- 
globinkonzentration im normalen Blute sicher unter 0,3 °,, anzunehmen 
ist3, ist es unwahrscheinlich, da Ascorbinsiiure in freier, reaktions- 
fihiger Form im Erythrocyten vorhanden ist und bei der Reduktion 
des Haimiglobins mitwirkt. Die Undurchlissigkeit der Erythrocyten- 
membran fiir Ascorbinsiiure erscheint physiologisch insofern bedeutsam, 
als dadurch die Verdoglobinbildung verhindert wird. 


Methylenblau und Nilblau in Konzentrationen .von 3- 10-5 Mol 
pro Liter beschleunigten die Reduktion des Hiimiglobins durch Ascorbin- 
siure um 20 bis 30%. 


Die Reduktion des Himiglobins durch Cystein. 


Die Reduktion des Hiimiglobins durch Cystein verlief bei 
pu 7,4 noch schneller als die durch Ascorbinsiiure. In der~ bei 
den manometrischen Messungen stets angewendeten Menge von 3,6 ccm 
Lésung wurde bei Anwesenheit von 7,24- 10-6 Aquivalent Hami- 
globin in Kohlenoxydatmosphire eine Reduktionsgeschwindigkeit von 
3- 10-8 Aquivalent Hamiglobin pro Minute schon durch 1 - 10-6 Mol 
Cystein erreicht gegeniiber 2-10-6 Mol Ascorbinsiiure. Zwischen 
Konzentration und Reduktionsgeschwindigkeit bestanden ahnliche 
Beziehungen wie bei Ascorbinsiure. 


Tabelle III. Abhangigkeit der Geschwindigkeit der Reduktion von 

Hamiglobin durch Cystein von der Hamiglobinkonzentration. 

Cystein 2,5-10-* Mol pro Liter, Phosphat 0,05 Mol pro Liter, py 7,4. Tem- 
peratur 37°, Gasraum CO. 





Reduktionsgeschwindigkeit 
(C O-Aufnahme) 


emm pro Minute 


0,11 0,03 
0,23 0,10 
0,57 0,43 
1,14 1,20 


Hiamiglobinkonzentration 
in Aquivalent pro Liter - 103 


Bei Uberschu8 von Cystein nahm die Reaktionsgeschwindigkeit 
mit Erhéhung der Hiimiglobinkonzentration zu. Wie Tabelle III zeigt, 
standen Reduktionsgeschwindigkeit und Hamiglobinkonzentration in 
fast linearer Abhiingigkeit. Anderung der Cysteinkonzentration bei 


1 R. Lemberg, J. W. Legge u. W. H. Lockwood, Biochem. J. 33, 754, 1939. 
- 2 M. Kiese u. H. Kaeske, diese Zeitschr. 312, 121, 1942. — 3? M. Kiese, 
Klin. Wochenschr. 1942, S. 565. 
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M. Kiese: 


konstanter Himiglobinkonzentration beeinfluBte die Reaktions. 
geschwindigkeit nicht in gleicher Weise. Bei Cysteinkonzentrationen 
kleiner als aquivalent nahm die Geschwindigkeit mit der Cystein- 
konzentration zunichst stark zu und stieg im Bereich etwa aquivalenter 





46 ) 


+ 


port 


ie Minute —«- 
d = 
& 


>) 
So 


| 


cmm CO 








J 
44 G8 te 6 Ql x10-4 
Mol je Liter Cystein 
Abb. 5, Abhiingigkeit der Geschwindigkeit der Reduktion des Himiglobins von der Cystein- 
konzentration. Himiglobin 0,57 -10-* Aquivalent pro Liter. Phospbat 0,05 Mol pro Liter 
Pu 7.4. Temperatur 37°, Gasraum CO. Ordinate: CO-Aufnahme in cmm pro Minute als Mab 
der Reduktionsgeschwindigkeit. 
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Konzentrationen mit Erhéhung der Cysteinkonzentration nur mehr 
wenig an (Abb. 5). Demnach war auch bei der Reaktion von Cystein 
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Abb, 6. Abhiingigkeit der Geschwindigkeit der Reduktion des Himiglobins durch Cystein von 

der Wasserstoffionenkonzentration. Himiglobin 1,8-10-* Aquivalent pro Liter. Cystein 

1,25 - 10-8 Mol pro Liter. Pyrophosphat 0,05 Mol pro Liter. Temperatur 37°, Gasraum (0 
Ordinate: CO-Aufnahme pro Minute als MaB fiir die Reduktionsgeschwindigkeit . 


Abb. 7. Oxydation von Cystein durch Sauerstoff in Gegenwart von Eisen bei verschiedenc: 

Wasserstoffionenkonzentrationen, Cystein 1,03 - 10-* Mol pro Liter. Ferrosulfat 3,3 - 10-* Mo! 

pro Liter. Kein Phosphat. Temperatur 37°, Gasraum Luft. Ordinate: sR = Zunahme der 
Oxydationsgeschwindigkeit nach Zusatz des Eisens. 
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mit Himiglobin die schnelle Bildung eines Himiglobin-Cysteinkomplexes 
anzunehmen, der sich dann mit einer langsamen Geschwindigkeit 
reduzierte. 

Der Einflu8 der Wasserstoffionen auf die Reaktion zwischen 
Himiglobin und Cystein war wiederum anders als beim Glycerin- 
aldehyd und der Ascorbinsiure. Die Beziehungen sind in Abb. 6 wieder- 
gegeben und zeigen, daB die Reaktionsgeschwindigkeit im Bereich 
von px 5 bis 8 fast geradlinig mit dem py zunahm. Bei etwa py 8,1 
wurde ein Maximum der Geschwindigkeit erreicht, jenseits dessen die 
Geschwindigkeit mit weiterer Verminderung der Wasserstoffionen- 
konzentration schnell abnahm. 

Diese Beziehungen zwischen Wasserstoffionenkonzentration und 
Reaktionsgeschwindigkeit waren sehr aihnlich dem EinfluB der Wasser- 
stoffionen auf die durch Eisen katalysierte Oxydation von Cystein 
durch molekularen Sauerstoff. In Abb. 7 ist die Abhingigkeit dieser 
Reaktion von der Wasserstoffionenkonzentration wiedergegeben!. Das 
Maximum der Reaktionsgeschwindigkeit liegt bei einer wenig niedrigeren 
Wasserstoffionenkonzentration, py 8,5. Es ist ebenfalls sehr scharf 
ausgepriagt. 

Methylenblau und Nilblau in Konzentrationen von 3- 10-5 Mol 
pro Liter erhéhten die Geschwindigkeit der Reduktion des Hami- 
globins durch Cystein um 80 bis 100%. 


Die Reduktion des Himiglobins durch Glucose und Fructose. 


Die Reduktion von Hiimiglobin im Erythrocyten durch Glucose, 
die Warburg, Kubowitz und Christian? zuerst am Kaninchenblut zeigten, 
war auch an den Erythrocyten anderer Tiere (Pferd, Rind, Hammel, 
Schwein, Hund, Katze, Meerschweinchen, Ratte) in Gegenwart von 
Sauerstoff nachweisbar. Uber die Geschwindigkeiten der Reduktion 
und ihr Verhiltnis zur Reduktion in vivo wird an anderer Stelle aus- 
fiihrlicher berichtet. Wurde einem Tier Blut entnommen, die ab- 
getrennten Erythrocyten mit Ringerlésung gewaschen, durch Zusatz 
eines Uberschusses von Nitrit fast das gesamte Himoglobin oxydiert 
und dann das iiberschiissige Nitrit durch viermaliges Waschen mit 
Ringerlésung griindlich entfernt, so trat in den Erythrocyten aller 
untersuchten Tiere eine langsame Reduktion des Hiimiglobins ein. 
Diese verlief bei den einzelnen Tieren verschieden schnell und ver- 
schieden weit. Durch Zusatz von Glucose wurde die Reduktion in 
jedem Falle beschleunigt. Auch die Zunahme der Reduktionsgeschwin- 
digkeit nach Zusatz von Glucose war bei den einzelnen Tieren ver- 
schieden. 


1 M. Kiese, Unveroffentlichte Untersuchungen, Boston, USA., 1937. 
* O. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 227, 245, 1930. 
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Wie Glucose so vermochten auch Fructose, Milchsiure und Glycerin. 
aldehyd die Reduktion zu beschleunigen. Mit Fructose in einer Kon. 


zentration von 0,1°, als Substrat verlief die Reduktion langsamer, 
und mit Milchsiiure in aquivalenter Konzentration im allgemeinen 
schneller als mit Glucose. Citronensaiure, Bernsteinsiiure, Brenztrauben- 
siure, Essigsiiure, Alanin und Rodison-Ester konnten Hiimiglobin 
nicht reduzieren. Wihrend fiir die erstgenannten Stoffe im Erythro- 
das sie mit Hiamiglohin 
reagieren liBt, vermag der 
Robison-Ester — offenbar 
nicht mit geniigender Ge- 
schwindigkeit in den Ery- 
throcyten einzudringen. 
Nach Hiimolyse der 
Erythrocyten vermochten 
weder Glucose noch Fruc- 
tose, sondern aussehlieBlich 
Robison-Ester, Milchsiure 
und Glycerinaldehyd das 


eyten kein Fermentsystem vorhanden ist, 
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Abb. 8. Abhingigkeit der Geschwindigkeit der 
Himiglobinreduktion im Erythrocyten von der 
Glucosekonzentration, 1 ccm hamiglobinhaltige 
Erythrocyten in Phosphat-Ringer-Lésung vom 
Py 7,3. Temperatur 37°, Gasraum CO. xxx und 
@@@ Pierdeerythrocyten. coo und ++ + Meer- 
schweinchenerythrocyten, Ordinate: sR = Zu- 
nahme der Reduktionsgeschwindigkeit nach Zusatz 
von Glucose. 


Hiimiglobin zu reduzieren. 

Da die Reduktion des 
Hiimiglobins durch Glucose 
und Fructose mit meb- 
barer Geschwindigkeit nur 
im Erythrocyten abliuft, 
konnten wesentliche Ande- 
rungen der Bedingungen 


der Reaktion nur durch Anderung der Substratkonzentration herbei- 
gefiihrt werden. Die Abhiingigkeit der Geschwindigkeit der Reduktion 
von der Glucosekonzentration bei Pferde- und Meerschweinchenery- 
throcyten ist in Abb. 8 wiedergegeben. Die einzelnen Versuche sind 
hinsichtlich der absoluten Geschwindigkeiten nicht miteinander ver- 
gleichbar, da verschiedene Zellmengen und damit Fermentmengen an- 
gewendet wurden. Die durch den Zusatz von Glucose bedingte Reduk- 
tionsgeschwindigkeit nahm bei Glucosekonzentrationen unter 0,1", 
mit der Konzentration schnell zu und erreichte bei weiterer Steigerung 
der Glucosekonzentration einen Grenzwert. Bei einer Konzentration 
von 0,2° Glucose waren bereits fast 90°, der maximalen Geschwindig- 
keit erreicht. 

Durch Zusatz eines geeigneten reversiblen Farbstoffs, wie Naphtho- 
chinon, Nilblau, Toluylenblau, Methylenblau u. a., wurde die Reduktion 
durch Glucose beschleunigt. Diese katalytische Wirkung der Farbstoffe 
wird spiiter noch ausfiihrlicher behandelt. 
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Fluorid hemmte in einer Konzentration von 10-3 Mol/Liter die 
Keduktion ‘des Hiimiglobins durch Glucose nur wenig, in einer Konzen- 
tration von 10-2 Mol/Liter schon deutlich (Abb. 9). Diese Hemmung 
war nicht durch Bildtng von Himiglobinfluorid bedingt, das ent- 
sprechend der Dissoziationskonstanten dieser Verbindung von K’ = 10-2 
(Lipmann!, Kiese und Kaeske?) bei einer Fluoridkonzentration von 
10-2 Mol/Liter etwa die Hilfte des gesamten Himiglobins ausmachte, 


Abb. 9. Hemmende Wirkung von Fluorid auf die cmm 
Reduktion des Himiglobins durch Glucose. lecm 
Pferdeerythrocyten in 3,6cem Phosphat-Ringer- 
Lésung, py 7,3. Fluorid 10-* Mol pro Liter. 
Temperatur 37°, Gasraum CO. Nach 20 Minuten 
(Pfeil) Zusatz von 1. 0,lcem Glucose 20%, 
2. 0,1 ecm Glucose 20% + 0,1 ecm Nilblau 0,01-%, 
3. 0,lcem Glucose + NaF, 4. 0,1 cem Glucose 
+ NaF + 0,1 cem Nilblau 0,01 °%. Ordinate: Auf- | 
nahme von CO als MaB der Reduktions- 1 
geschwindigkeit. W0 50Mn. 














da unter den gewihlten Bedingungen noch ein Uberschu8 von freiem 
Hiimiglobin vorhanden war. 

Die Geschwindigkeit der Himiglobinreduktion durch Fructose 
zeigte eine andere Abhiingigkeit von der Substratkonzentration als die 
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Abb. 10. Abhiingigkeit der Geschwindigkeit der Reduktion des Himiglobins durch Fructose 
von der Fructosekonzentration. 1ecm Meerschweinchenerythrocyten in 3,6ccm Phosphat- 
Ringer-Lésung, py 7,3. Temperatur 37°, Gasraum CO. Kurve 1: Abhiingigkeit der Reduktions- 
geschwindigkeit von der Fructosekonzentration; Kurve 2: Abhingigkeit der Reduktions- 
geschwindigkeit von der Glucosekonzentration. Ordinate: sR =-Zunahme der Reduktions- 
geschwindigkeit nach Zusatz von Fructose in emm CO pro Minute. 


durch Glucose. Mit steigender Konzentration von Fructose nahm die 
Reaktionsgeschwindigkeit bis in einen weit héheren Konzentrations- 
bereich zu als bei Glucose. SchlieBlich wurde durch Fructose sogar 
die mit Glucose maximal erreichbare Geschwindigkeit iiberschritten. 
In Abb. 10 ist die Abhingigkeit der Reduktionsgeschwindigkeit von 
der Fructosekonzentration wiedergegeben. Daneben ist die Hiami- 


' F. Lipmann, diese Zeitschr. 206, 171, 1929. — 2 M. Kiese u. H. Kaeske, 
ebenda 312, 121, 1942. 
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M. Kiese: 


globinreduktion durch Glucose in den Erythrocyten des gleichen Tier:s Este 

aufgezeichnet. bedi 
Durch reversible Farbstoffe wurde die Reduktion des Himiglobii- Satti 

mit Fructose ebenso beschleunigt wie die Reduktion mit Glucose. (1.5: 
Jodessigsiiure in einer Konzentration von 10-3 Mol/Liter schaltete z. B. 

die Wirkung von Glucose und Fructose auf die Reduktion aus, wiihrend eine 

sie die Reduktion durch die von 

im Erythrocyten vorhandenei, 

nicht auswaschbaren  Stoffe 

nicht beeinfluBte. Abb. 11, die 

diese Ergebnisse veranschau- 

licht, zeigt auBerdem die 

gréBere Geschwindigkeit der 

Reduktion durch Fructose ge- 

geniiber Glucose bei Einwir- 

kung in einer Konzentration Abb 

von 1,67°). mor 


Co-] 
glob 


cm 
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Abb. 11. Hemmende Wirkung von Jodacetat durch Hexosemonop hosphat 


auf die Reduktion von Hiimiglobin durch und Hexosediphosphat. 

Glucose und Fructose. 1cem Kaninchenery- fiihr 

throcyten in 3,6 ccm Phosphat-Ringerlésung, A. Die Kinetik des Janzen 2S) 
7,3. Temperatur 37°, Gasraum CO, Jod- cy bat 

essigsiiure 10-* Mol pro Liter. Nach 40 Mi- Systems, Red 

nuten (Pfeil) Zugabe von 1. 0,2cem Fruc- Tes . . 

tose 30%, 2.0,2 cem Glucose 30%, 3. 0,2 eem Wahrend Robison-Ester am von 


Fructose + Jodacetat, 4. 0,2 ecem Glucose intakten Erythrocyten eine Re- Kon 
+ Jodacetat. Ordinate: CO-Aufnahme in be oe 





emm als Ma& der Himiglobinreduktion. duktion des Hamiglobins mit 
meBbarer Geschwindigkeit nicht clob 

herbeizufiihren vermochte, konnte er nach Himolyse das Hamiglobin : 
mit Hilfe im Erythrocyten vorhandener Fermente reduzieren. Wie die 
Untersuchung der Abhingigkeit der Reduktionsgeschwindigkeit von de1 Ery 
Konzentration an Robison-Ester zeigt (Abb. 12), war das Ferment. : 
system schon bei verhiltnismaBig geringer Konzentration von Robison. 


um é 
star] 


ine 
Ghac 
Aue 
wirk 


| 
Pere g 
2 SERS 2 ae as a: 
| ed 


j | 
GM G08 thle 6 tt hte glob 
i L yo | 

phosp : Rea 

Abb. 12. Abhiangigkeit der Geschwindigkeit der Reduktion des Himiglobins durch Hexose- Geg 
monophosphat von der Hexosemonophosphatkonzentration. 1 ccm himiglobinhaltige Pferde- 8 
erythrocyten in 3,6 ccm Wasser. 0,1 ccm Co-Fermentlésung. Temperatur 37°, Gasraum CO. jedo 
Ordinate: 4R = Zunahme der Reduktionsgeschwindigkeit nach Zusatz von Hexosemono- 
phosphat. gehe 
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Ester mit Substrat gesittigt. Unter den in Abb. 12 gewahlten Versuchs- 
bedingungen (vierfache Verdiinnung des Erythrocyteninhalts) war eine 
Sittigung von 90°, schon bei einer Substratkonzentration von 0,04", 
(1.5- 10-3 Mol/Liter) erreicht. Die Erythrocyten mancher Tiere, wie 
z. B. des Meerschweinchens, zeigten auch nach der Hiimolyse noch 
eine hohe Reduktionsgeschwindigkeit des Himiglobins: und Zusatz 
von Robison-Ester steigerte die Reduktionsgeschwindigkeit nur wenig. 
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Abb. 13. Abhiingigkeit der Geschwindigkeit der Reduktion des Hiimiglobins durch Hexose- 

monophosphat von der Himiglobinkonzentration. 1 ccm Pferdeerythrocyten in Wasser, 0,1 cem 

Co-Fermentlisung, 0,1 com Hexosemonophosphat 5%. Zusatz steigender Mengen von Hiimi- 

globin. Temperatur 37°, Gasraum CO. Ordinate: CO-Aufnahme als Ma’ der Reduktions- 
geschwindigkeit. 


Ebenso wie Erhéhung der Konzentration des Robison-Esters 
fiihrte auch Erhéhung der Hiimiglobinkonzentration die Reduktions- 
geschwindigkeit schnell zu einem Grenzwert. Abb. 13 zeigt, daB die 
Reduktionsgeschwindigkeit des Himiglobins bis zu einer Konzentration 
von 1% (0,6- 10-3 Aquivalent pro Liter) zunahm und jenseits dieser 
Konzentration unabhiingig von der Konzentration war. 


Die Wasserstoffionen beeinfluBten die Reduktion des Hami- 
globins durch Robison-Ester nur wenig. Von py 5,2 bis py 9,5 nahm sie 
umetwa 20° zu. Durch Zusatz reversibler Farbstoffe wurde die Reaktion 
stark beschleunigt, bei Pferdeerythrocyten stirker als an intakten 
Erythrocyten unter Verwendung von Glucose als Substrat. Fluorid 
in einer Konzentration von 10-2 Mol/Liter, das die Reduktion durch 
Glucose hemmte, beeinfluBte die Reduktion durch Robison-Ester nicht. 
Auch Jodessigsiiure in einer Konzentration von 10-3 Mol/Liter war 
wirkungslos, sowie Pyrophosphat in Konzentrationen bis 0,025 Mol 
pro Liter. Auch die katalytische Wirkung der Farbstoffe wurde durch 
Fluorid und Jodacetat nicht gehemmt. 


Hexosediphosphat reduzierte bei Zusatz im UberschuB das Hiimi- 
globin nicht ganz so schnell wie Hexosemonophosphat: auch diese 
Reaktion wurde durch reversible Farbstoffe stark beschleunigt. Im 
Gegensatz zur Reduktion durch Monophosphat wurde die Reaktion 
jedoch durch Jodacetat und in geringem Make auch durch Fluorid 
gehemmt. Die Hemmung betraf auch die durch 1, 2-Naphthochinon 
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278 M. Kiese: 


beschleunigte Reaktion (Abb. 14). Demnach war wohl Hexosediphos} iat 
nicht fihig, selbst mit Hilfe eines geeigneten Fermentsystems Hii)i- 
globin zu reduzieren wie Hexosemonophosphat. Vielleicht wird im 
Erythroeyten eine Phosphorsiiure abgespalten unter Bildung on 
Hexosemonophosphat. 


Abb. 14. Hemmende Wirkung von Fluorid 
und Jodacetat auf die Reduktion von Hii mi- 
globin durch Hexosediphosphat. 1 cem bh 
globinhaltige Pferdeerythrocyten in Wasse; 
0,1 cem Co-Fermentlésung, 0,lcem Hexose- 
diphosphat 5%. Fluorid 10-* Mol pro Liter, 
Jodacetat 10-* Mol pro Liter. Temperatu: 
Gasraum CO. Kurve 1: Hexosediphosy iat 
Kurve 2: Hexosediphosphat + Flnorid, k ur- 
ve 3: Hexosediphosphat + Jodacetat. Di 
Kurven 1a, 2a, 3a entsprechen Kurven 1, 2, 3 
doch war tn jedem Versuch noch 0.1 cem 
1, 2-Naphthochinon 0,01 % zugesetzt. Hexose- 
8 00 Minuten diphosphat und Naphthochinon wurden je. 
weils nach 30 Minuten (Pfeil) zugegebe: 


cm, 














Die im Erythrocyten ohne Zusatz von Substrat durch nicht aus- 
waschbare Substrate bedingte Reduktion verhielt sich in vieler Hinsicht 
wie die durch Hexosemonophosphat. Sie wurde durch Fluorid und Jod- 
acetat nicht gehemmt und durch Farbstoffe beschleunigt (Abb. 1] 
und 21). 


B. Die mit dem Robison-Ester und Hadmiglobin reagierenden Fermente. 


Von dem Fermentsystem, das mit Hilfe von Robison-Ester Hiimi- 
globin reduziert, hatten Warburg, Christian und Griese’? das Co- 
Ferment, Triphosphopyridinnucleotid, und das_ ,,Zwischenferment* 
isoliert. Durch Untersuchungen von Negelein und Haas? ist bekannt 
dafS das Co-Ferment mit dem Zwischenferment eine dissoziierende Ver- 
bindung eingeht und nach Hydrierung durch Robison-Ester am Protein 
wieder frei werden kann. Um zu priifen, ob das hydrierte Co-Ferment 
das Hiimiglobin zu reduzieren vermag, wurde Co-Ferment nach dem 
Verfahren von Ohlmeyer4 mit Dithionit (Na, S,0,) hydriert, das hydrierte 
Co-Ferment isoliert und einer Lésung von Hamiglobin im Uberschul 
zugesetzt. Darauf trat eine langsame Reduktion des Hiimiglobins ein. 
die jedoch langsamer verlief als die Reduktion des Himiglobins im 
Erythrocyten. In Anbetracht der hohen Konzentration an Co-Ferment 
war danach auszuschalten, daB Himiglobin im Erythrocyten unmittelbar 
von hydriertem Co-Ferment reduziert wird. Vielleicht war auch die 
beobachtete Reduktion noch auf Spuren von Dithionit zuriickzufiihre: 


Zur Reduktion des Hiimiglobins muBte das hydrierte Co-Ferment 
also an das Zwischenferment gebunden sein oder es mute neben dei 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 206, 1931. — 2 0. War. 
burg, W. Christian u. A. Griese, ebenda 282, 157, 1935. — * E. Negelein. u. 
E. Haas, ebenda 282, 206, 1935. — 4 P.Ohlmeyer, ebenda 297, 66, 1938. 
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eigentlichen Zwischenferment, welches das Co-Ferment zur Dehydrierung 
des Robison-Esters befiihigt, noch ein anderer Faktor vorhanden sein, 
der vom hydrierten Co-Ferment reduziert werden kann oder der 
hydriertes Co-Ferment reversibel bindet und ihm so die Reaktion mit 
Himiglobin erméglicht. 

Die Annahme, da neben = cm 
dem eigentlichen Zwischenfer- 
ment und dem Co-Ferment ad 
noch ein weiterer Faktor bei 
der Himiglobinreduktion durch 





Robison-Ester mitwirkte, wurde 
durch die Ergebnisse der Reduk- 
tionsversuche mit verschie- 
denen Konzentrationen des Ge- 
samtfermentsystems bei glei- P 
cher Konzentration von Hami- 0 DO WwW 0 8 — toMinuten 
globin, Robison-Ester und Co- Abb. 15. Abhiingigkeit der Geschwindigkeit 
ll a y , der Reduktion des Himiglobins durch Hexose- 
Ferment gestttzt. Die in monophosphat von der Konzentration an Fer- 
bk ; 15 wieder ve ebenen Ver- menten (ungereinigter Erythrocytenextrakt). 
Abb if 8 8 Pferdeerythrocytenextrakt in Wasser. 1 ecm 
suche zeigen, da Erythrocyten- Hiimiglobin 7.3%, 0,1 eem” Co-Ferment, 
ay : r Pa 0,2cem Hexosemonophosphat 5°. Tem- 
extrakt, der durch Auflésen peratur 37°, Gasraum CO. Kurve 1: 0,5 cem 
der Zellen in Wasser und Ent- Erythrocytenextrakt, Kurve 2: 1,0 cem Ery- 
: s P throcytenextraxt, Kurve 3: 2,0 cem Ery- 
fernen der Stromata durch Zen- theecytenentenht. 
trifugieren erhalten war, bei 
einer gewissen Konzentration (0,5 cem auf 3,6 cem) noch keine meBbare 
Reduktion des Hiimiglobins herbeifiihrte, wihrend die doppelte Kon- 
zentration Hiimiglobin bereits ziemlich schnell reduzierte. Nochmalige 
Verdoppelung der Konzentration erhéhte die Reduktionsgeschwindig- 
keit um ein Vielfaches. 
Die Trennung zweier an der Reduktion beteiligter Kolloide von- 
g g 
einander und von anderen Fermenten, insbesondere dem Ferment- 
system, das die Reaktion zwischen Himiglobin und Milchsiure kata- 











lysiert, gelang durch fraktioniertes Aussalzen. Aus Pferdeerythrocyten 
wurde durch Behandlung mit Toluol und Kohlenoxyd méglichst viel 
Hiimoglobin durch Auskristallisieren abgetrennt. Durch Sittigung 
mit Kaliumphosphat auf eine Konzentration von | Mol/Liter, py 7,0, 
im Eisbade wurde weiteres Hiimoglobin ausgesalzen. Das ausgefiillte 
Hamoglobin wurde abzentrifugiert und mit 1 mol. Phosphatlésung vom 
pu 7,0 gewaschen. Das Waschwasser und die Fliissigkeit wurden ver- 
einigt und weiter mit Ammoniumsulfat ausgesalzen. Zuniichst wurden 
20g Ammoniumsulfat auf 100 ccm Lésung zugesetzt. Die ausgefiillten 
‘Proteine (Fraktion A) enthielten wenig Ferment. Sie wurden durch 
Zentrifugieren oder Filtrieren zusammen mit dem ausgefallenen Salz 
abgetrennt. Durch nochmaligen Zusatz von 20 g Ammoniumsulfat auf 
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100 cem der urspriinglichen Lésung wurde ein Niederschlag (Fraktion 8) 
erhalten, der reich an Ferment war. Meist enthielt er beide Komponenten, 
so daB er nach Zusatz von Co-Ferment und Robison-Ester Hiimiglo| in 
reduzieren konnte. Durch abermaligen Zusatz von 20g Ammoniuiy. 
sulfat zur tiberstehenden Loésung wurde noch ein Niederschlag erhalie: 
(Fraktion C), der weniger Ferment enthielt. Die Fraktion B wurde 
nach Dialyse nochmals nach dem gleichen Plan fraktioniert.” Die 
Fraktion B «% wurde verworfen. Die dann nach Zusatz von 40 bzw. 60 ¢ 
Ammoniumsulfat zu 100 cem Lésung erhaltenen Fraktionen B 8 und 8 » 
waren allein wenig oder gar 
nicht wirksam. Meist konnte 
Fraktion B 6 noch ein wenig 
reduzieren, By aber gar nicht 
Durch Vereinigung der beiden 
Fraktionen wurde ein gut 
wirksames System gebildet, 
das ein Mehrfaches der Wirk. 
samkeit der Fraktion B # be. 
saB. In Abb. 16 ist die Wirk- 
—! samkeit einer Fraktion B ), 
tte ee es | By und der Vereinigung det 
aa, eer er eer beiden wiedergegeben. 
Abb. 16. Zusammenwirken der durch wieder- Die einzelnen Fraktionen 
holte Fiillung mit Ammoniumsalfat aus Pierde- wurden zur Testung durch 
erythrocyten abgetrennten Fermente. Je 1 cem Dialyse gegen destilliertes 


Fermentlésung, 1 cem Hiimiglobin 7,5 %, 0,1 cem 


Co-Fermentlisung, 0,1 cem Hexosemonophos- Wasser bei 0° vom Ammo- 
phat. Nach 60 Minuten (Pfeil) 0,lcem Nil- . sulf bofenl 
blauhydrochlorid 0,01°% zugesetzt. Tempe- niumsulfat be reit. 


ratur 37°, Gasraum CO. Kurve 1: Fraktion B 8, Gelegentlich war auch 
Kurve 2: Fraktion B y, Kurve 3: Fraktion B ? j ‘ 
+ By. schon durch die erste Frak- 
tionierung eine gewisse Tren- 
nung der beiden Komponenten erreicht. Dann war die Wirkung von 
Fraktion B + C stirker als der Addition der Einzelwirkung entsprach. 
Weder Fraktion Bf oder By allein noch beide zusammen ver- 
mochten die Reduktion von Himiglobin durch Milchsiiure zu kata- 
lysieren. Beide Fraktionen waren noch schwach durch Himoglobin 
gefirbt, so daB etwaige Eigenfiirbung nicht erkannt werden konrte 
Die am Gesamtextrakt aus Erythrocyten beobachtete beschleuni- 
gende Wirkung von reversiblen Farbstoffen war auch bei der Reduktion 
durch das wieder zusammengesetzte System vorhanden. Fraktion B » 
allein reduzierte auch nach Farbstoffzusatz Himiglobin nicht. Bei 
Fraktion B £ war eine geringe beschleunigende Wirkung nachweisbar, 
entsprechend der in dieser Fraktion noch vorhandenen reduzierenden 
Wirkung. 
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Offenbar war in der Fraktion B # neben einem Ferment, das allein 
nicht zu reduzieren vermochte, noch eine kleine Menge des in Fraktion By 
angereicherten Ferments vorhanden. 


Die abgetrennten Fermente verhielten sich hinsichtlich des Ein- 
flusses der Wasserstoffionen, Himiglobinkonzentration und Robison- 
Esterkonzentration ganz iihnlich wie im Erythrocytenextrakt. Siittigung 
mit Robison-Ester wurde schon in etwas niedrigerer Konzentration 
erreicht als oben fiir die Fermente im Gesamtextrakt angegeben ist. 


2° ¢ Ld - . 
Die Ausbeute an Fermenten war gering, In Lésung waren die 
Fermente auch bei 0° nicht sehr bestindig. 


Die Reduktion des Hiimiglobins durch Laetat. 


Die Reduktion des Himiglobins durch Lactat verliuft in den 
Erythrocyten der meisten untersuchten Tiere schneller als die Reduk- 
tion durch Glucose oder gp 
Fructose. Schon sehr ge- 
ringe Konzentrationen von 
Lactat (0,01 bis 0,02°,), 
wie sie im Serum vorhan- 
den sind, vermégen eine 
Reduktionsgeschwindigkeit 
m unterhalten, welche die 
Reduktionsgeschwindigkeit 
bei 0,1 bis 0,2°, Glucose 
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erreicht oder iibertrifft. P a aT, oa ee | 
Zum Teil auf diese Tat- Lactat 
sache stiitzte Schapott! Abb. 17. Abhiingigkeit der Geschwindigkeit der Re- 


: ‘ duktion des Hiimiglobins im Erythrocyten durch 
seine Annahme, daB Glu- Lactat von der Lactatkonzentration. 1 cem Erythro- 


cose im Erythroeyten Hii- cyten in Phosphat-Ringer-Lésung, Py 7,3. Tempe- 
, . . ratur 37°, Gasraum CO. Kurve 1: Meerschweinchen- 


miglobin nur reduziere, erythrocyten, Kurve 2: Hundeerythrocyten. Or- 
ek 
siure abgebaut ist, und 

daB diese das eigentliche Substrat wire. DaB diese Auffassung nicht 
zutrifft, wird unten noch erértert. 

Die Reduktion des Hiimiglobins durch Milchsiiure wurde auch 
durch die aus den Erythrocyten herausgelésten Fermente katalysiert. 
Allerdings war gerade aus den Kaninchenerythrocyten, die besonders 
reich an dem betreffenden Ferment sind, nur eine verhiiltnismaBig 
wenig wirksame Lésung zu erhalten, wihrend Pferdeerythrocyten, die 


! W.S. Schapott, Biochimija 3, 430, 1938. 
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weit weniger von diesem Ferment besitzen, dieses fast in voller Wirks::;). 
keit abgeben. 

Die Geschwindigkeit der Reduktion durch Milchsiiure nahm |; 
niedrigen Konzentrationen mit der Milchsiurekonzentration  schiell 
zu, um sich bei Konzentrationen iiber 0,2 °, allmihlich einer maximalen 
Geschwindigkeit zu nihern. Es ergaben sich also ahnliche Beziehunven 
zwischen Substratkonzentration und Reduktionsgeschwindigkeit wie 
bei Glucose (Abb. 17). Lactatkonzentrationen iiber 3°, hatten oft 
eine hemmende Wirkung. 


) 


Die Reduktion des Hiimiglobins durch das aus den Erythrocyien 
herausgeléste Fermentsystem war von der Hiimiglobinkonzentration in 
der in Abb. 18 dargestellten Weise abhingig. Abnlich der Reduktion 
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Abb. 18. Abhingigkeit der Geschwindigheit der Reduktion des Himiglobins durch Lactat 

von der Hiimiglobinkonzentration. 1 cem Erythrocytenextrakt in Wasser. 0,1 eem Co-Ferment 

lisung. 0,2 ¢em Lactat 20%. Steigende Mengen von Hiimiglobin. Temperatur 37°, Gasraum 

CO. Kurve 1: Pferdeerythrocyten, Kurve 2: Meerschweinchenerythrocyten, Kurve 3: Ka 

ninchenerythrocyten. Ordinate: sR = Zunahme der Redvktionsgeschwindigkeit nach Zusatz 
von Lactat. 


durch Robison-Ester und das entsprechende Fermentsystem war die 
Reduktionsgeschwindigkeit von der Himiglobinkonzentration stark 
ebhiingig bei Konzentrationen unter 1°, 
zentrationen iiber 2°. Wasserstoffionen hatten im Bereich von py 5.2 
bis 9,0 keinen merklichen EinfluB auf die Reduktionsgeschwindigkeit. 

Bei Versuchen zur Reinigung des Fermentsystems wurde durch 
fraktioniertes Aussalzen mit Ammoniumsulfat und Phosphat aus 
Pferdeerythrocyten eine Fraktion erhalten, die mit Lactat und dem 
wenig gereinigten Co-Fermentpriparat aus Erythrocyten das Haimi- 
globin reduzierte. Das wirksame Protein wurde erhalten, nachdem aus 
dem Erythrocytenextrakt durch Auflésen von primirem und sekun- 
diirem Kaliumphosphat zu einer Phosphatkonzentration von 2 Mol / Lite: 
bei py 7 viel unwirksames Protein ausgefillt war. Durch Erhéhung 
der Phosphatkonzentration auf 2,5 Mol/Liter wurde viel von dem 
Ferment gefillt. Durch Fillung mit Ammoniumsulfat aus phosphat- 


und sehr wenig bei Kon- 
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haltiger Lésung vom pa 7 wurden ebenfalls wirksame Priparate er- 
halten. Der Erythrocytenextrakt wurde mit Kaliumphosphat bis zu 
einer Konzentration von 1 Mol/Liter (py 7) versetzt, der Niederschlag 
mit 1 mol. Phosphatlésung ausgewaschen und die Fliissigkeiten mit 
200 g Ammoniumsulfat /Liter versetzt. Der Niederschlag war wenig 
wirksam. Durch nochmaligen Zusatz der gleichen Menge Ammonium- 


sulfat wurde ein stark wirksamer himoglobinarmer Niederschlag 
erhalten. 


Die Salze wurden aus den Niederschligen durch Dialyse entfernt. 
In diesen Priparaten war das Ferment gegeniiber der urspriinglichen 
Lésung um das 5- bis 15fache angereichert. 


Abb. 19. Addition der reduzie- 60 
renden Wirkung von Glucose cmm 
und Lactat im Erythrocyten. 

lcem Pferdeerythrocyten in Phos- w 





phat-Ringer-Lésung. 0,2 cem 
Glucose 20%, 0,2 cem Lactat 0 
30%.  Temperatur 37°, Gas- 
raum CO. Kurve 1: Glucose, 
Kurve 2: Lactat, Kurve 3: Lac- 
tat + Glucose. Beim Pfeil Zu- 

gabe der Substrate. 








Eine weitere Analyse dieses Ferments wird folgen. Sie mu noch 
klaren, ob das Ferment nur aus einem Protein besteht, das mit dem 
zugehérigen Co-Ferment unmittelbar Milchsiure zu dehydrieren und 
Himiglobin zu reduzieren vermag, oder ob hier auch noch ein zweites 
Ferment dazwischen steht entsprechend den oben beschriebenen Ver- 
hiltnissen bei der Reduktion des Hiamiglobins durch Robison-Ester. 
Aller Wahrscheinlichkeit nach ist dieses Protein — wenn ein solches 
vorhanden und notwendig ist — nicht mit dem oben beschriebenen, 
die Reaktion zwischen ,,Zwischenferment‘‘ und Himiglobin vermitteln- 
den identisch. Vielmehr sprechen zwei Tatsachen dafiir, daB die die 
Reduktion durch Robison-Ester und durch Milchsiure katalysierenden 
Fermente unabhiingig voneinander sind, nimlich erstens weiter unten 
beschriebene Beobachtungen iiber den EinfluB reversibler Farbstoffe 
auf die beiden Reaktionen und zweitens der Ablauf der Reduktion bei 
Gegenwart von Glucose und Lactat. In Abb. 19 sind Messungen der 
Reduktion des Hiimiglobins in intakten Pferdeerythrocyten wieder- 
gegeben, bei denen sowohl Glucose wie Lactat in maximal wirksamen 
Konzentrationen, nimlich 1,0 bzw. 1,5°., zugegen waren. Durch 
Zugabe beider Substrate wurde eine Reduktionsgeschwindigkeit er- 
reicht, welche die mit nur einem Substrat iiberschritt. Die Zunahme 
der Reduktionsgeschwindigkeit entsprach jedoch nicht ganz der eines 
der beiden Substrate. 
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Die katalytische Wirkung reversibel oxydierbarer Farbstoffe. 


Die Untersuchungen von Williams und Challis!, Steele und Spin}? 
und von Hauschild? am Menschen und am Kaninchen ergaben, «ai 
das durch die Wirkung geeigneter Stoffe gebildete Himiglobin iach 
Injektion von Methylenblau und Thionin schneller reduziert wird als 
ohne diese Stoffe, da diese Farbstoffe also die Reduktion des von den 
genannten Stoffen gebildeten Himiglobins im Organismus beschleunigen 
Es wurde bereits wiederholt bei der Erérterung der verschiedenen 
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100 











0 70 120 Minuten 


— Abb. 20. Wirkung von Nilblau auf die Reduktion von Himiglobin durch Lactat. A. 0,5 ccm 
Meerschweinchenerythrocyten in Phosphat-Ringer-Lésung. B. 1,0cem Pferdeerythrocytei 
in Phosphat-Ringer-Lisung. 0,2 cem Lactat 2%, 0,lcem Nilblau 0,01%. Temperatur 37’, 
Gasraum CO. Kurve 1: Lactat, Kurve 2: Nilblau, Kurve 3: Lactat + Nilblau. Beim Ptei! 

Zusatz von Lactat bzw. Nilblau oder Lactat + Nilblau. 


Substrate der Hamiglobinreduktion erwihnt, daB diese Farbstoffe und 
andere auch die Reduktion des Himiglobins in vitro beschleunigen 
kénnen. Der Mechanismus ihrer Wirkung wird aus den oben beschrie- 
benen Versuchen weitgehend verstindlich. Andererseits half auch die 
katalytische Wirkung der Farbstoffe bei der Klirung des Mechanismu- 
der Reduktion des Hiimiglobins im Erythrocyten. 


Katalytische Wirkung kommt nicht nur dem Methylenblau und 
Thionin, sondern auch mehreren anderen Stoffen zu. Unter den von 
uns untersuchten Verbindungen erwiesen sich mehrere andere ebenso 
stark oder gar stirker wirksam. Wir haben das 1, 2-Naphthochinon 
und das Nilblau wegen ihrer Wirkungsstiirke, und weil das Nilblau die 
Oxydation von Himoglobin zu Hamiglobin durch molekularen Sauer- 
stoff nur sehr wenig beschleunigt, immer zur allgemeinen Analyse der 
Farbstoffwirkung verwendet. 


1 J, R. Williams u. F. E. Challis, J. Lab. clin. Med. 19, 166, '1933. 
2 C.W. Steele u. W. W. Spink, New England J. Med. 208, 1152, 1933. — °F. Hau. 
schild, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 182, 118, 1936; 184, 458, 1937. 





und 
Nu 
eine 
Vil 
in 
ber 
Nil 
Ant 
aus 
der 
evt 
Lac 
seh 
str 
hek 
Lac 
tiol 
daf 


nie 


0,5 

han 
per 
Suk 


jed 
kor 
sch 
we 
nie 
geg 


und 
igen 
irie- 

die 


mus 


und 
Von 
TSO 
non 

die 
uer- 
der 


1au- 


. » 
Die Reduktion des Hamiglobins. 285 


Die Reduktion des Hiimiglobins durch Lactat wurde durch Nilblau 
und andere Farbstoffe im allgemeinen nur sehr wenig beschleunigt. 
Nur in den Erythrocyten des Meerschweinchens und Kaninchens war 
eine stirkere katalytische Wirkung vorhanden. In Abb. 20 ist die 
Virkung des Nilblaus auf die Reduktion des Himiglobins durch Lactat 
in Pferde- und Meerschweinchenerythrocyten dargestellt. Allerdings 
beruht dieser Unterschied nicht auf einem ungleichen EinfluB des 
Nilblaus auf den Reduktionsvorgang durch Lactat, sondern auf der 
Anwesenheit einer gréBeren Menge eines nicht aus dem Erythrocyten 
auswaschbaren Substrats in den Meerschweinchenerythrocyten. Infolge 
der Anwesenheit dieses Substrats reduzieren Meerschweinchenerythro- 
cyten bereits ohne Zusatz eines diffusiblen Substrats (Glucose, Fructose, 
Lactat) das Himiglobin schneller als die Pferdeerythrocyten, die daran 
sehr arm sind. Nilblau konnte darum ohne Zusatz eines Sub- 
strats die Hamiglobinreduktion im Meerschweinchenerythrocyten er- 
heblich steigern, im Pferdeerythrocyten aber nicht. Bei niedriger 
Lactatkonzentration (unter 0,1°.) entsprach die Steigerung der Reduk- 
tionsgeschwindigkeit durch einen Farbstoff ganz der ohne Lactat, so 
daB hier eine Wirkung des Farbstoffs auf die Reduktion durch Lactat 
nicht anzunehmen war. 


Tabelle 1V. EinfluB von Nilblau auf die Reduktion des Hamiglobins 
in Meerschweinchenerythrocyten bei hoher und niedriger Lactat- 
konzentration. 
0,5 com Meerschweinchenerythrocyten mit 25°, Hamiglobin und 30°, Gesamt- 
hiamoglobin in Phosphat-Ringerlésung. Gesamtfliissigkeit 3,6 cem. Tem- 
peratur 37°, Gasraum CO. Die Erythrocyten waren an nicht auswaschbarem 
Substrat bereits weitgehend verarmt und somit die Reduktionsgeschwindig- 
keit vor Zusatz von Lactat gering. 





Reduktionsgeschwindigkeit 
(Aufnahine von CQO) 
2% mg % emm pro Minute 


Lactatkonzentration Nilblaukonzentration 


0, 1,0 
0, 2 1,6 
iz - 1,2 
1, Fe 
* 0,2 
pe ox 0,7 


Die katalytische Wirkung des Nilblaus und Naphthochinons war 
jedoch abhiingig von der Lactatkonzentration. Bei hohen Lactat- 
konzentrationen (0,3 bis 1,0°,), bei denen die Reduktion nur wenig 
schneller verlief als bei niedrigen (0,1°,) (s. Abb. 8), hatte Nilblau einen 
weit stiirkeren EinfluB auf die Reduktionsgeschwindigkeit als bei 
niedrigen. In Tabelle IV sind die Daten eines solehen Versuchs wieder- 
gegeben. Nach Himolyse der Erythrocyten war die Nilblauwirkung 
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auch bei hoher Lactatkonzentration gering. Jodessigsiure hatte a. 


























diese stiirkere katalytische Wirkung des Nilblaus bei hohen Lactat. ti 
konzentrationen keinen EinfluB. Fluorid hemmte in Konzentrationen, ne 
die schon einen erheblichen Teil des Hamiglobins banden. Bei dc D 
verhiltnismaiBig groBen Geschwindigkeit der Reaktion wurde unte: ist 
as diesen Bedingungen wohl zu schne!! de 
der Bereich der Hiimiglobinkonze:- dt 
120 PS ni tration erreicht, in dem die Reak- 
tionsgeschwindigkeit von der Hiimi- st. 
globinkonzentration stark abhiingt. ) 
Es ist anzunehmen, daf bei hohe: 0: 
Lactatkonzentration im Erythro- Di 
cyten Hexosephosphat — gebildet ar 
wurde, dem dann die verstirkte ka 
Wirksamkeit des Farbstoffs | zuzu- be 
schreiben war. wi 
ee Viel stiirker war die katalytische 
a Wirkung des Nilblaus und Naphtho- Ta 
| 
chinons bei der Reduktion des Hiimi- sg 
i | . k ey 
a D wD 80Mniken ~=—soglobins durch Glucose und Fructose. y 
Abb. 21. Beschleunigung der Re- Und am stirksten bei der Reduktion 
duktion des Himiglobins im Erythro- durch Robison-Ester. Die Wirkune 
cyten durch Nilblau. 1 cem Menschen- a a J 
erythrocyten in Phosphat-Ringerlésg. War in. den Erythrocyten verschie- 
Temperatur 37°, Gasraum CO. Beim — dener Tierarten sehr verschieden und 
Pfeil Zugabe des Substrats. 1. 0,leem ‘ 4 i 
Glucose 10%: 2. 0,leem Glucose schwankte zwischen einer Zunahme 
10% + 0,1 cem Nilblau 0,01 %. . . 
eee ee von 100° beim Pferde bis 1000' 
beim Menschen. Die Wirkung des Nilblaus auf die Reduktion des Hiimi- 7 
° . . : > e 
globins durch Glucose und Rohison-Ester ist in Abb. 21 bzw. 16 dar- er 
gestellt. - 
AR 
| 3 _42-Nophthochinon 
8 i 
Ss 9.) 
= 2 5 
me Ni 
S To 
E 1 Me 
5 Th 
j Br 
0 30 W SO 60 80 x 108 To 
Mol je biter Furbstoff Zz 
a 
Abb, 22. Katalytische Wirkung des Nilblaus und Naphthochinons auf die Reduktion von Himi- p-] 
globin durch Hexosemonophosphat in Abhiingigkeit von der Farbstoffkonzentration. 1 ccm La 
Himiglobin 11%, 0,1 cem Co-Fermentlésung, 0,1 cem Hexosemonophosphat 5%. Kurve }: Ph 
0,25 cem Pferdeerythrocytenextrakt und Nilblau; Kurve 2: 0,5 ccm Meerschweinchenerythro- I 
cytenextrakt und 1, 2-Naphthochinon. Temperatur 37°, Gasraum CO. Ordinate: 4R = Zu- ni 


nahme der Reduktionsgeschwindigheit nach Zusatz von Farbstoff. Ine 
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Die katalytische Wirkung wurde schon durch Nilblaukonzentra- 
tionen von 10-7 Mol/Liter ausgelést. Mit Erhéhung der Konzentration 
nahm die Wirkung zu und erreichte asymptotisch einen Grenzwert. 
Die Abhingigkeit der katalytischen Wirkung von der Konzentration 
ist in Abb. 22 nach Versuchen dargestellt, bei denen die Reduktion 
des Himiglobins durch Rolison-Ester und die entsprechenden Fermente 
durch Zusatz von Nilblau und 1, 2-Naphthochinon beschleunigt wurde. 

Fiir die katalytische Wirksamkeit eines Farbstoffs muBten be- 
stimmte thermodynamische Voraussetzungen erfiillt sein. Die freie 
Energie ihrer Oxydation muBte eine gewisse GréBe haben, also ihr 
Oxydations-Reduktionspotential innerhalb bestimmter Grenzen liegen. 
Diese Grenzen sind etwa bei EF = + 200 und £ = — 130 fiir py 7 
anzunehmen. Aber diese Eigenschaft allein geniigt noch nicht fiir die 
katalytische Wirksamkeit, vielmehr miissen noch gewisse nicht niher 
bekannte kinetische Voraussetzungen erfiillt sein. Es gibt Verbindungen, 
wie das Indigotetrasulfonat mit einem Oxydations-Reduktionspotential 


Tabelle V. Beschleunigung der Reduktion des Hamiglobins durch 
verschiedene Farbstoffe bei Reduktion durch Glucose im Erythro- 
cyten und durch Hexosemonophosphat mit ,,Zwischenferment“ und 
Hamiglobinreduktase. 
A. 0,5ccm Meerschweinchenerythrocyten in Phosphat-Ringerlésung. 
0,2 cem Glucose, 20°). 
0,l ccm Farbstofflésung oder -suspension, 0,1°.. 
B. 1,0cem Fermentlésung. 
0,1 cem Co-Fermentlésung. 
0,1 com Hexosemonophosphat, 5°,. 
0,1 cem Farbstofflésung oder -suspension, 0,1° . 


Temperatur 37°, Gasraum CO. 4 R = Zunahme der Reduktionsgesch windigkeit 
nach Farbstoffzusatz, gemessen durch CO-Aufnahme in cmm pro Minute. 





if 
y A B 
Farbstoff JR IR 


emm CO pro Min. emm CO pro Min. 


1, 2-Naphthochinon 5,0 11,0 
2-Methyl-1, 4-Naphthochinon 4,5 12,0 
2.5 9,8 
Toluidinblau 6,1 
Methylenblau 2,i 6,3 
Thionin é 5,8 
Brillantkresylblau 8,8 
Toluylenblau 0,9 
Bindschedlers Griin 9 2,0 
Safranin T 0,2 
p-Diaminobenzol 0,2 
Lactoflavin 0,3 
Phenosafranin 0 
Indigomonosulfonat 0 
Indigotetrasulfonat 0 
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von £ 0.025 Volt, die keinerlei katalytische Wirkung zeige: 
Auch unter denen mit katalytischer Wirkung gab es quantitative 
Unterschiede. In Tabelle V sind Ergebnisse von Versuchen zusammen- 
gestellt, in denen die Farbstoffe jeweils im UberschuB zugesetzt wurde) 
um die maximale Wirkung zu erzielen. Die Ergebnisse sind unter- 
einander vergleichbar, da sie an der gleichen Blutprobe gewonnen 
wurden, Es ist ersichtlich, daB diese Wirkung bei den Naphthochinonen 
weitaus am starksten ist. Eine Gruppe von fiinf Farbstoffen (Nilblau. 
Toluidinblau, Methylenblau, Thionin, Brillantkresylblau) ist unter- 
einander ziemlich ahnlich und weniger wirksam als die Naphthochinone, 
wihrend Toluylenblau und Bindschedlers Griin noch schwiicher wirken 
Kine iihnliche Abstufung der Wirkung wie am intakten Erythrocyten 
mit Glucose als Substrat wird am himolysierten Erythrocyten mit 
Hexosemonophosphat als Substrat wiedergefunden (Tabelle V). 


Einzelheiten tiber die Abhangigkeit der Wirkung der einzelnen 
Farbstoffe von der Konzentration werden wir im Zusammenhang mit 


Untersuchungen tiber die Beschleunigung der Hiimiglobinreduktion 
in vivo durch diese Farbstoffe und ihre therapeutische Brauchbarkeit 
demniichst mitteilen. 

AbsehlieBend sei erwaihnt, daB Organextrakte die Reduktion von 
Himiglobin im intakten Erythrocyten beschleunigen. Muskelextrakt 
wirkte nur schwach, Nierenextrakt und Leberextrakt stirker. Die 
Wirkung war im wesentlichen kochbestiindig. Bei der Wirkung spielte 
sicher der Gehalt der Extrakte, besonders der Leber, an Glucose und 
Lactat eine Rolle. Wie weit noch andere Faktoren mit katalytischer 
Wirkung nach Art der reversiblen Farbstoffe dabei mitwirkten, ist 
noch nicht sicher zu beurteilen. ; 


Besprechung, 

Die Reduktion des Himiglobins durch einfache im Organismus 
vorhandene reduzierende Substanzen verliuft mit Geschwindigkeiten, 
die fiir die Reduktion im Organismus ausreichend wiiren. Ihre Be- 
ziehungen zwischen Konzentration und Wirkung und besonders ihre 
charakteristische Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration 
wurden jedoch bei der Untersuchung der Hamiglobinreduktion im 
Erythrocyten und durch Erythrocytenextrakte nicht wiedergefunden, 
so daf ihre Bedeutung fiir die Himiglobinreduktion im Erythrocyten 
wohl gering ist. 

Der.EinfluB der Wasserstoffionen auf die Reduktionsgeschwindig- 
keit des Himiglobins ist bei der Reduktion durch Glycerinaldehyd, 
Ascorbinsiure und Cystein sehr verschieden und entspricht jeweils 
mehr den Beziehungen, die sich auch bei der Oxydation dieser Stoffe 
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durch andere Partner ergeben. Demnach ist offenbar der Laduangs- 
zustand des Eisens im Hamiglobin fiir die Reduktionsgeschwindigkeit 
von untergeordneter Bedeutung. Nach Untersuchungen von Have- 
mann! ergibt sich fiir die Hydrolysenkonstante des Himiglobins ein 
Wert von pg, = 6,4 bei 37°. In den hier beschriebenen Untersuchungen 
wurde der py-Bereich, in dem sich die Ladungsiinderung des Himi- 
globins am deutlichsten ausdriicken sollte, jeweils mit erfaBt. 

Eine Reduktion des Hiimiglobins durch Cystein und Ascorbinsiure, 
die vom Gewebe in das Blut abgegeben werden, ist unwahrscheinlich, 
da die beiden Stoffe nicht in den Erythrocyten eindringen. Ihre Mit- 
wirkung bei dieser Reaktion wird geradezu unwahrscheinlich gemacht 
durch die bei Sauerstoffgegenwart auftretenden Nebenreaktionen, 
die das Himoglobin ziemlich schnell zu Verdoglobin veriindern. Die 
Anwesenheit von reaktionsfiihiger Ascorbinsiiure und Cystein im 
Erythrocyten wiirde eine weit gréBere Menge von Verdoglobin in den 
Zellen bedingen als tatsiichlich gefunden wird. 


Somit kommen fiir die Reduktion des Himiglobins im Erythrocyten 
nur Vorgiinge in Frage, die die Bildung von Verdoglobin weitgehend 
ausschlieBen, was wohl auch durch Spezifitit der Reaktion erreicht 
ist. Zur Energielieferung fiir diese Reaktion sind nur Milchsiiure und 
Hexosen fihig. Wieweit noch Zwischenprodukte des Hexoseabbaus 
Himiglobin zu reduzieren vermégen, wird noch gepriift werden. Andere 


Stoffe kénnen mangels geeigneter Fermente in den Erythrocyten das 
Hiimiglobin nicht reduzieren. Die von Wendel? gefundene Reduktion 
des Himiglobins durch Milchsiure ist wohl der einfachere der beiden 
bisher bekannten Vorgiinge, da die Milchsiiure unmittelbar mit dem sie 
dehydrierenden Ferment reagiert. Die von Warburg, Kubowitz und 
Christian? entdeckte Reduktion des Hiimiglobins durch Hexose ist 
wahrscheinlich insofern ein komplizierterer Vorgang, als diese erst 
phosphoryliert wird und einerseits dann nach Abbau zur Milchséiiure 
die Milchsiuredehydrase reduzieren kann, als andererseits Hexose- 
monophosphat mit dem ebenfalls von Warburg? im Erythrocyten nach- 
gewiesenen ,,Zwischenferment‘‘ Hiimiglobin reduzieren kann. Dieses 
Fermentsystem besteht aus mindestens drei Komponenten: dem 
Triphosphopyridinnucleotid, einem Protein, das zusammen mit dem 
Co-Ferment Hexosemonophosphat dehydrieren kann, und einem 
weiteren Kolloid, das die Reduktion des Hiimiglobins durch das hydrierte 
Co-Ferment erméglicht. Uber die Natur dieses Ferments ist mit Sicher- 
heit noch nichts auszusagen, da es noch nicht geniigend gereinigt ist. 


1 R. Havemann, diese Zeitschr. 314, 118, 1943. — 2 W. B. Wendel, Proc. 
soc. exp. biol. Med. 28, 401, 1931; J. of biol. Chem. 102, 373, 385, 1932. — 
° 0. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 227, 245, 1930. 
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Einige Beobachtungen lassen vermuten, daB es sich um ein Fla) 
protein handelt. Durch Zusatz der fiinffachen Menge Aceton 2\:: 
Fermentlésung bei Zimmertemperatur konnte in Lésung ein gelber 
fluoreszierender Stoff erhalten werden. Ebenso wie andere gelbe Fer- 
mente reduzierte das Ferment Methylenblau und andere Farbstofic 
sehr schnell. 

In seiner Funktion ist das Ferment der von Haas, Horecker und 
Hogness! aufgefundenen Cytochrom c-Reduktase und der von Lule 
und Hellstrom?, sowie Dewan und Green 3 entdeckten Diaphorase ver- 
gleichbar, die beide ebenfalls die Reduktion des Ferri-Hiims im Cyto- 
chrom durch hydriertes Pyridinnucleotid katalysieren. Das Ferment 
wire also analog als Hamiglobinreduktase zu bezeichnen. 

Da dieses Fermentsystem im Erythrocyten vorhanden ist, Himi- 
globin reduzieren kann und der Erythrocyt auch ein geeignetes Substrat 
(Hexosemonophosphat) enthalt, erscheint es kaum fraglich, daB es sich 
auch an der Reduktion des Himiglobins beteiligt. 

Schapott*, der die Reduktion des Himiglobins im Erythrocyten 
durch Hexosen und Milchsiure verglich, schloB aus der Hemmung 
der Haimiglobinreduktion durch Hexosen mit Fluorid und Jodacetat, 
daB ausschlieBlich die Milchsiure das Hiimiglobin reduziere. Unter 
dem Einflu8 des Jodacetats und Fluorids kommt aber auch die Bildung 
von Hexosemonophosphat zum Stillstand, somit ist auf diesem Wege 
die Beteiligung des Robison-Estersystems an der Hiimiglobinreduktion 
nicht auszuschlieBen. 

Die Beteiligung dieses Systems an der Hiimiglobinreduktion ist 
erwiesen durch die Versuche, in denen Glucose und Lactat in Kon- 
zentrationen, die die entsprechenden Fermente siittigen, angewandt 
wurde. Hier ergab sich eine Addition der Wirkung von Glucose und 
Lactat. Noch sinnfilliger ist die Wirkung nach Zusatz von Naphtho- 
chinon und Nilblau. Da diese Katalysatoren die Reduktion durch 
Milchsiiure, wenn tiberhaupt, nur sehr wenig beschleunigen, kann ihre 
starke katalytische Wirkung nur die Reduktion durch Hexosemono- 
phosphat betreffen. SchlieBlich vermag Glucose — was hier im einzelnen 
noch nicht ausfiihrlich dargestellt wurde — Hamiglobin im Erythro- 
cyten zu reduzieren in Gegenwart hoher Konzentrationen von Brenz- 
traubensiure, die die Reduktion durch Milchsiiure véllig hemmen. 

Die in den Erythrocyten mégliche Reduktion des Himiglobins 
nach Auswaschen von Glucose und Milchsiiure ist wohl dem noch 


1 BE. Haas, B. L. Horecker u. T. R. Hogness, J. of biol. Chem. 136, 747, 1940. 
— *H.v. Euler u. K. Hellstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 252, 31, 1938. 
— 3 J.G. Dewan u. D. E. Green, Biochem. J. 32, 1200, 1938. — 4 W. 8. Scha- 
pott, Biochimija 3, 430, 1938. 
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vorhandenen Hexosephosphat und dem hier zur Erérterung stehenden 
System zuzuschreiben, da sie auch durch Nilblau beschleunigt und durch 
Jodacetat und Fluorid nicht gehemmt werden kann. 

Ist somit an einer Beteiligung dieser Fermente an der Hiimi- 
globinreduktion nicht zu zweifeln, so ist der Anteil, den es neben dem 
Milchsiuresystem nimmt, nicht sicher abzuschiitzen. In Untersuchungen 
zusammen mit Weis! wurde beobachtet, daB das Verhiltnis der durch 
Glucose und Milchsiiure in den Erythrocyten verschiedener Tiere 
erreichten Reduktionsgeschwindigkeiten wechselt. Bei den meisten 
Tieren verlief bei einer Glucosekonzentration von 0,2°, und einer 
Milchsiiurekonzentration von 0,02°, die durch Zusatz der Milchsiure 
bedingte Reduktion schneller. Beim Vergleich der durch Zugabe von 
Glucose und Lactat erzielten Steigerung der Reduktionsgeschwindigkeit 
ist zu beriicksichtigen, daB in den Erythrocyten schon wechselnde 
Mengen Phosphatester vorhanden sind. Die dann durch Zusatz von 
Glucose erzielte Zunahme der Reduktionsgeschwindigkeit ist kleiner, 
als wenn beim Zusatz von Milchsiure ein Fermentsystem in Funktion 
gesetzt wird, fiir das vorher kein Substrat vorhanden war. Unter 
Beriicksichtigung dieser Verhiiltnisse verliuft bei vielen Tieren die 
durch 0,2°, Glucose und 0,02°,, Milchsiure unterhaltene Reduktion 
etwa gleich schnell, bei manchen Tieren sogar schneller bei Reduktion 
durch Glucose. Freilich iibertrifft Milchsiure bereits in wenig héherer 
Konzentration die Glucose in der Reduktionsgeschwindigkeit, und die 
durch Lactat maximal erreichbare Reduktionsgeschwindigkeit iibertrifft 
in jedem Falle die durch Glucose erreichbare ganz erheblich. 

Das die Reduktion des Himiglobins durch Milchsiure kataly- 
sierende Fermentsystem wirkt ohne die Himiglobinreduktase, wie 
aus der geringen Beeinflussung der Reaktion durch Farbstoffe zu 
schlieBen ist. Wahrscheinlich ist aber auch hier noch ein Ferment zur 
Beschleunigung der Reduktion des Hiimiglobins durch die Milchsiure- 
dehydrase vorhanden. 

Die katalytischen Wirkungen der Farbstoffe auf die Reduktion des 
Hiimiglobins finden in’ den dargestellten Versuchen ihre Klirung. Sie 
werden von dem in unseren Versuchen nachgewiesenen, zur Reaktion 
zwischen ,,Zwischenferment’ und Himiglobin erforderlichen Ferment 
reduziert und reduzieren dann das Hiimiglobin. Da die Farbstoffe 
aber leicht durch molekularen Sauerstoff oxydiert werden, entgeht in 
Sauerstoffgegenwart ein erheblicher Teil des jeweils reduzierten Farb- 
stoffs der Oxydation durch Hiimiglobin. Darauf beruht im wesentlichen 
die von Harrop und Barron? entdeckte starke Steigerung des Sauerstoff- 


1M. Kiese u. B. Weis, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 202, 483, 1943. 
* G. A. Harrop u. E.S8.G. Barron, J. exp. Med. 48, 207, 1928. 
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verbrauchs der Erythrocyten durch bestimmte Farbstoffe. Hinsichtlic(, 
des Substratverbrauchs ist daher die Beschleunigung der Hiimiglohin- 
reduktion durch Farbstoffe recht undkonomisch, besonders im Vergleic' 
mit der unbeeinfluBten Reduktion. Der Sauerstoffverbrauch de) 
Erythrocyten ist darum so gering, weil die Fermente spezifisch auf dic 
Reduktion von Hiimiglobin eingestellt sind. Ein nicht geringer Te: 
dieses Sauerstoffverbrauchs ist durch die Oxydation von Hiimoglohin 
bedingt. 

Das Verhiltnis der Reduktion von Hiimiglobin und von Sauersto! 
in Gegenwart und bei Abwesenheit von Naphthochinon ist in Tabelle \ [ 
wiedergegeben. In dem wiedergegebenen Versuch ist absichtlich die 
Bildung von Hiimiglobin in Sauerstoff und seine Reduktion nicht 
gehemmt worden, und trotzdem geht die Sauerstoffreduktion wesentlich 
langsamer als die des Hiimiglobins. Durch Zugabe von CO zur Hemmung 
der Himiglobinbildung und Zusatz von Azid zur Bindung des Himi- 
globins konnte die Sauerstoffreduktion durch Glucose und Lactat auf 
etwa die Hilfte erniedrigt werden. Durch Zusatz von 1, 2-Naphtho- 
chinon wird eine Sauerstoffreduktion: bewirkt, welche die des Hiimi. 
globins weit tibertrifft. Der Einflu8 von Naphthochinon auf die Re- 
duktionsgeschwindigkeiten bei Anwendung von Lactat als Substrat 
ist durch die Mitwirkung der im Kaninchenerythrocyten vorhandenen 
nicht auswaschbaren Phosphatester verzerrt. 


Tabelle VI. Reduktion von Hamiglobin und Sauerstoff in Kaninchen 
erythrocyten und ihre Beeinflussung durch 1,2-Naphthochinon. 
In 3,6cem Lésung: 1 cem Kaninchenerythrocyten, 

0,2 eem Glucose, 20°, 

0,2 ccm Lactat, 20°, 

0,1. cem 1, 2-Naphthochinon, 0,01°,. 


Temperatur 37°, Gasraum CO bzw. Luft. Reduktionsgeschwindigkeit in Aqui 
valent - 107 pro Minute. 





Glucose Lactat 
Glucose + Naphtho- Lactat + Naphtho- 
chinon chinon 


Sauerstoffaquivalente 12,0 0,5 4,4 
Hamiglobinaquivalente 3,8 Th aaa 6,6 


Fiir das Verstindnis der Himiglobinreduktion im Organismus be- 
stiitigen unsere Untersuchungen zuniichst, daB die Reduktion durch 
die im Erythrocyten laufend produzierten reduzierenden Stoffe erfolgt. 
Die Hiimiglobinreduktase ist ein soleher Stoff. Die Untersuchungen 
mit Weis! machen es jedoch wahrscheinlich, daB noch andere hic: 
noch nicht erfaBte Faktoren hinzukommen. Die Beschleunigung de: 


1 M. Kiese u. B. Weis, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. 202, 493, 1943. 
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. 


Himiglobinreduktion durch Leberextrakt trifft vielleicht schon dieses 


Problem. 

Die Untersuchungen an den Fermenten des Erythrocyten machen 
auch den Ablauf der Reduktion des Himiglobins im Organismus ver- 
stiindlich. Im Organismus verliiuft die Himiglobinreduktion bei allen 
untersuchten Tieren (Katze!, Kaninchen, Ratte?, Meerschweinchen®. 
Hund *°) unabhingig von der Himiglobinkonzentration bis in einen 
Bereich von 1 bis 2 °,, Himiglobin. Dieser Ablauf ist dadurch bedingt, 
daB die Fermente bei Konzentrationen von 1 bis 2°, Himiglobin 
_gesittigt’* sind. In den Versuchen, in denen himiglobinhaltige Zellen 
injiziert wurden, war die Geschwindigkeit der Hamiglobinreduktion 
von der im Gesamtblut erreichten Himiglobinkonzentration, d.h. der 
Konzentration an Zellen mit Hiamiglobin, abhingig, weil sich mit der 
Konzentration an hiimiglobinhaltigen Zellen auch die Konzentration 
an reduzierendem Ferment iinderte. Ganz entsprechend fanden auch 
Cox und Wendel5, daB im aniimischen Tier die Reduktion des Himi- 
globins langsamer verlief als im Tier mit normalem Blutgehalt, wenn 
sie durch Injektion von Nitrit in allen Erythrocyten Himiglobin er- 
zeugten. 

Fraulein Waltraut Schwartzkopff habe ich fiir ihre zuverlassige Hilfe bei 
den vielen Messungen zu danken. 


Zusammenfassung. 


Die Reduktion des Hiimiglobins (Methamoglobins) durch einfache 
biologisch vorkommende Stoffe (Glycerinaldehyd, Ascorbinsiiure und 
Cystein) sowie durch im Erythrocyten vorhandene Fermente wurde 
untersucht. 

Die Reduktion des Hiimiglobins durch Glycerinaldehyd war 
proportional der Hiamiglobinkonzentration, Glycerinaldehydkonzentra- 
tion und dem Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration. 

Die Reduktion des Hiimiglobins durch Ascorbinsiiure verlief 
schneller als die durch Glycerinaldehyd. Bei Erhéhung der Ascorbin- 
siurekonzentration wurde asymptotisch ein Grenzwert erreicht. Mit 
Abnahme der Wasserstoffionenkonzentration nahm die Geschwindigkeit 
bei px 7 wenig, bei pu 8 sehr stark zu. 

Die Reduktion des Himiglobins durch Cystein erreichte mit Er- 


héhung der Konzentration ebenfalls einen Grenzwert. Die Abhingigkeit 


der Reduktion von der Wasserstoffionenkonzentration ergab ein Ge- 
schwindigkeitsmaximum bei px 8. 


1 F, Jung u. H. Mébus, Arch. f. exp. Path. u. Pharm, 192, 464, 1939. — 
> G. Gelinski, ebenda 195, 460, 1940. — ° G. Kunz, ebenda 199, 508, 1942. — 
' M. Kiese, unveroffentlichte Untersuchungen. Berlin 1941. — 5 W. W. Cox 
u. W. B. Wendel, J. of biol. Chem. 143, 331, 1942. 
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Die Bestimmung der Abhingigkeit der Reduktionsgeschwindig| 1 
im intakten Erythrocyten von der Glucosekonzentration ergab 9() 
Sattigung des Fermentsystems bei etwa 0,5°. Fructose war in Kv. 
zentrationen unter 0,5°, weniger wirksam als Glucose, bei héhere) 
stirker. Jodacetat in einer Konzentration von 10-8 Mol/Liter hemnite 
die Reduktion durch Glucose und Fructose vollstindig. 

Nach Hiimolyse der Erythrocyten reduzierten Glucose und Fructose 
Himiglobin nicht mehr, sondern nur Hexosemonophosphat und Hexose. 
diphosphat. 

Der Einflu8 der Konzentration von Hexosemonophosphat, Hiimi- 
globin und Wasserstoffionen wurde ebenfalls bestimmt. Die Reaktion 
wurde durch Jodacetat nicht gehemmt. 

Das Fermentsystem, das mit Hexosemonophosphat Himiglobin 
reduziert, besteht aus mindestens drei Komponenten. Neben dem 
..Zwischenferment’*, das mit dem Co-Ferment Hexosemonophosphat 
reduziert, wurde ein weiteres Ferment nachgewiesen, das ebenfalls zu: 
Reduktion des Hiimiglobins durch Robison-Ester erforderlich ist (Himi- 
globinreduktase). 

Die Himiglobinreduktion durch Lactat iibertraf schon in geringen 
Konzentrationen die durch Glucose in gleichér Konzentration. Dic 
maximal erreichbare Geschwindigkeit war ebenfalls héher als bei 
Glucose. Die Beziehungen zwischen Substratkonzentration, Hiimi- 


globinkonzentration und Reduktionsgeschwindigkeit waren ahnlich wie 
bei der Reduktion durch Glucose. Gleichzeitige Einwirkung von Lactat 
und Glucose steigerte die Reduktionsgeschwindigkeit iiber die Wirkung 
des einzelnen Substrats. 


Die Hiimiglobinreduktion durch Lactat wurde durch reversible! 
oxydierbare Farbstoffe nicht beschleunigt, wohl aber die durch Glucose 
und noch mehr die durch Hexosemonophosphat. Die katalytische 
Wirkung der Farbstoffe auf die Hiimiglobinreduktion durch Hexose- 
monophosphat erforderte alle Komponenten des Fermentsystems. Sic 
wurde als eine Beschleunigung der Reaktion zwischen Hamiglobin- 
reduktase und Hiimiglobin gedeutet. 

Die katalytische Wirkung einer Reihe reversibel oxydierbare: 
Farbstoffe wurde auch bei Farbstoffen, deren Oxydations-Reduktion:- 
potential innerhalb begrenzter Werte lag, verschieden gefunden. Am 
wirksamsten waren Naphthochinone, danach Nilblau, Methylenblau 
und Verwandte. Indigosulfonate waren unwirksam. 

* Die Wirkung der Farbstoffe erreichte schon bei verhaltnismiSig 
niedrigen Konzentrationen einen maximalen Wert. 
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Uber die Alkalireaktivierung des Metathrombins. 
Von 
Edgar Wohlisch. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 28. Juli 1943.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I, Einleitung. 

Wie schon Alexander Schmidt fand, kénnen in einem thrombin- 
armen Serum durch Alkalisierung und nachfolgende Reneutralisation 
groBe Mengen aktiven Thrombins erzeugt werden. Nach Morawitz(1) (2) 
verliuft dieser Aktivierungsvorgang auch in Abwesenheit von Ca-lonen; 
es handelt sich hier also nicht um eine Neuentstehung von Thrombin 
aus den Prothrombinreserven des Serums, sondern um eine Reakti- 
vierung des sogenannten Metathrombins. Diese unwirksame Modi- 
fikation, in welche sich das bei der Gerinnung aus dem Prothrombin 
gebildete aktive Thrombin allmahlich umwandelt, entsteht nach einer 
gut begriindeten Auffassung [vgl. die zusammenfassenden Darstellungen 
von Wohlisch (1—3)] durch Bindung des Thrombins an das sogenannte 
Antithrombin des Plasmas bzw. Serums. Das Antithrombin findet sich 
in der Albuminfraktion des Blutes (Landsherger, Quick, Wohlisch und 
Griining), und zwar in derjenigen, die durch 45° ige Sattigung mit 
Ammonsulfat ausfillt (Griining). Nach Untersuchungen von (riining 
in unserem Institut scheint aber das Antithrombin nicht mit dem 
Albumin identisch, vielmehr an die durch Chloroform oder Ather daraus 
extrahierbaren Fette oder Lipoide gebunden zu sein. Die extrahierte 
Substanz entfaltet Antithrombinwirkung, wiihrend der Albuminriick- 


stand wirkungslos ist. 

Die Alkalireaktivierung des Serums beruht vermutlich darauf, 
da hierbei die inaktivierende Bindung des Thrombins an das Anti- 
thrombin gesprengt wird. Das so in Freiheit gesetzte Thrombin ver- 
schwindet bald wieder. 


In einer zusammenfassenden Darstellung [Wohlisch (2)] ging ich 
von der — wie wir sehen werden, nicht ganz zutreffenden — Annahme 
aus, daB eine mehrmalige Reaktivierung des Serums tiberhaupt nicht 
méglich sei. Es wurde daher die Hypothese geiuBert, daB das als 
Antithrombin fungierende Serumalbumin durch das Alkali soweit 
denaturiert wird, daB es seiner Antithrombinfunktion verlustig geht 
und weiterhin, daB das bei der Reaktivierung in Freiheit gesetzte 
Thrombin schlieBlich durch eine bei der Alkalisierung aktivierte Serum- 
protease abgebaut wird. Diese hypothetischen Vorstellungen sind 
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héchstwahrscheinlich nicht zutreffend. Nichtveréffentlichte nevere 
Versuche zeigten nimlich, daB tatsichlich doch eine mehrmalige Rea\:ti. 
vierung des Serums méglich ist, allerdings mit stiindig abnehmenden 
Erfolg. Giinstigstenfalles konnten vier Aktivierungen hintereinan de; 
ausgefiihrt werden. 

Uber die Kinetik der Alkalireaktivierung des Metathrombins scheiy 
bisher sehr wenig bekannt zu sein. Weder der EinfluB der Temperat.: 
auf die Geschwindigkeit der Aktivierung, noch auf die absolute Menge 
der wiedergebildeten Thrombinmenge ist bisher untersucht worden 
Auch ist tiber den EinfluB der Aktivierungsdauer auf die Thrombinmeiige 
nichts Niheres bekannt. Nach Morawitz (3) 1i8t man zur Reaktivierung 
eines Serums das gleiche Volumen n/10 NaOH 1/4 bis 1/. Stunde ein. 
wirken und neutralisiert das Gemisch sodann mit n/10 H,SQO,. Es 
findet sich keine Angabe dariiber, welche Aktivierungsdauer den optimal n 
Ejfekt liefert und auch nicht, ob dies bei verschiedenen Temperaturen 
verschieden ist oder nicht. Diesen Fragen ist die vorliegende Unter- 
suchung gewidmet, nachdem Woéhlisch und Griining die entsprechenden 
Kinfliisse bei der Bindung des Thrombins durch das Antithrom)in 
studiert hatten. 


Il, Experimenteller Teil. 


Zu den Reaktivierungsversuchen wurde Pferdeserum verwendet 
da dieses nach den Angaben von Morawitz (3) einen héheren Meta- 
thrombingehalt aufweist als die Sera anderer in Betracht kommender 
Tierarten. 


Zur Aktivierung wurde je 1,0ccm Serum mit dem gleichen Volumen 
n/10 NaOH versetzt und nach verschicdener Dauer der Einwirkung — diese 
wurde von '/, bis zu 20 Minuten variiert — mit 1,0 ccm n/10 H,S0O, reneutra- 
lisiert. Eine halbe Minute nach der Neutralisierung erfolgte die Priifung der 
aktivierten Sera auf ihren Thrombingehalt durch Zugabe von 1,0 cem Fibrinogen. 
lésung und Bestimmung der Gerinnungszeit im Wasserbad bei 37° C in simtlichen 
Versuchen. Als Fibrinogen diente eine nach dem Verfahren von Meissner und 
Wohlisch durch Zusatz von 30°, Harnstoff konservierte Lésung von Pferde- 
fibrinogen. Derartige Lésungen bleiben, vor allem wenn sie im Kiihlschrank 
aufbewahrt werden, monatelang verwendungsfahig, wihrend Fibrinogen- 
lésungen ohne Harnstoffzusatz bekanntlich schon nach wenigen Tagen ihr 
Gerinnungsfahigkeit cinbiiBen. Da der Harnstoffzusatz in so hoher Konzentra- 
tion die Gerinnung des Fibrinogens durch Thrombin verhindert, miissen die 
Lésungen zu den Gerinnungsversuchen mit physiologischer NaCl-Lésung auf 
das zehnfache Volumen verdiinnt werden!. 


! Der Zusatz von Harnstoff diirfte gegenwartig das bei weitem einfachst: 
und wirkungsvollste Mittel sein, um Fibrinogen langere Zeit fiir Gerinnunes- 
versuche zu konservieren. Alle gerinnungsphysiologischen Arbeiten werden 
durch die Verwendung einer derartigen Fibrinogenkonserve sehr erleichtert. 
Die Amerikaner Glazko und Ferguson hatten als erste unser Verfahren 111! 
Erfolg iibernommen. 
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Es wurden bei jedem Serum mehrere Versuchsreiken angesetzt, indenen 
die Aktivierungstemperatur t4 variiert wurde. In dem hier ausfihrlich be- 
sprochenen, durch das Diagramm der Abb. 1 wiedergegebenen typischen 
Versuch wurden die Werte t4 3° und 37° gewahlt. 

Um den Aktivierungseffekt zahlenmaBig zu erfassen, bedarf es fiir jeden 
Kinzelversuch der Mitfiihrung einer Kontrolle aus nichtaktiviertem Serum 
unter sonst véllig gleichen Bedingungen. Hierzu wurde 1,0 ccm des Serums 
mit einem Gemisch aus 1,0cem n/10 NaOH und dem gleichen Volumen n,10 
H,SO, — d.h. mit 2,0 cem n/20 Na, SO, versetzt. Die Aktivierung bleibt 
in diesem Falle nattrlich aus, im tibrigen ist die endgiltige Zusammensetzung 
dieser Kontrolle genau die gleiche wie die der aktivierten Sera nach der Re- 
neutralisation, so daB ein einwandfreier Vergleich méglich ist. 

Aus Abb. | ist zuniichst der Einfluf der Aktivierungsdauer auf die 
als (reziprokes) MaB der Aktivitdt dienende Gerinnungszeit (GZ.) bei 
zwei verschiedenen Tempera- 


turen, 39 und 379°C, deutlich pa 





zersehen. In allen derartigen 
Versuchen wurde das Minimum 
der GZ. sehr viel friiher er- 
reicht, als dies nach den zitier- ¢ 
ten methodischen Angaben von 
Morawitz (3) zu erwartenstand. 47 
Bei 39 wird das Minimum nach 

3 Minuten, bei 379 schon nach 5 

etwa | Minute erreicht. Bei der | ty=37° 


. 
von Morawitz angegebenen Ak- ee nal tas? 
. . . *. ° ny 
tivierungsdauer von 1/4 bis a ees 


\/, Stunde kommt es, wie unsere 


—> 















0 5 0 G 

Abb. 1 zeigt, vor allem bei An tinerungsdauer —e Min 
hoherer Temperatur Zu einem Abb. 1. Effekt der Alkaliaktivierung eines 
; a : Pferdeserums. Gerinnungszeit(GZ.) einer Fibri- 
weitgehenden Wiederabsinken nogenlésung mit Serum als Funktion der Ak- 
des Thrombingehalts Neben tivierungsdauer fiir zwei verschiedene Akti- 


12 vierungstemperaturen t4 = 3° und 37°C, Ge- 
der reaktivierenden hat also das rinnungsversuche bei 37° C. 
Alkali cine thrombinzerstérende 
Wirkung, worauf bereits Morawitz (2) hinweist. Dieser letztere Effekt 
ist nun offenbar der Grund dafiir, daB die Reaktivierung eines meta- 
thrombinhaltigen Serums nicht beliebig oft wiederholt werden kann. 
Die oben erwihnte Annahme eines thrombinzerstérenden Ferments er- 
scheint nach diesen Versuchen iiberfliissig. Die Wiederholung der 
Reaktivierungen diirfte nach unseren Ergebnissen um so hiufiger Erfolg 
haben, bei je tieferer Temperatur die Alkalieinwirkung erfolgt. 

Ob durch das Alkali auch das Antithrombin eine allmiahliche 
irreversible Schiidigung erleidet, wurde noch nicht gepriift. 

Wie ein Blick auf Abb. 1 zeigt, ist offenbar der TemperatureinfluB 
auf die Geschwindigkeit der Aktivierung sehr viel kleiner als der auf 
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298 E. Wohlisch: 


differenz von 37 — 3 = 34° nur eine Verdreifachung der Aktivierungs. 
geschwindigkeit hervorruft, wihrend nach der bekannten RGT.-Reve! 
van 't Hof/s bei chemischen Reaktionen schon eine Temperaturerhéh ing 
um 10° zu einer Verdoppelung bis Verdreifachung der Geschwindig\eit 
fiihrt. Wenn die RGT.-Regel auf unseren Fall anwendbar wiire. » 
miiBte die Aktivierung bei 37° mit mindestens der zehnfachen (ie. 
schwindigkeit verlaufen wie bei 3°. 

Was die EHinwirkung der Temperatur auf die absolute Hohe de 
erreichten Aktivitdt betrifft, so ist hier, wie ebenfalls aus Abb. 1 hervor- 
geht, der EinfluB sehr gering, aber konstant: die tiefere Temperatur 
fiihrt stets zu etwas kleineren optimalen GZ.-Werten. Der Grund 
hierfiir diirfte wiederum in dem thrombinzerstérenden EinfluB de: 
Alkalieinwirkung bei héherer Temperatur zu suchen sein, der mit dei 
aktivierenden Einflu8 interferiert. 


die Geschwindigkeit der Thrombinzerstérung, da die Temperat ur- 


Itl. Zur Frage der schematischen Darstellung des Blutgerinnungs- 
vorganges, 

Es ist sehr hiiufig der Versuch gemacht worden, den komplizierten 
Mechanismus des Blutgerinnungsvorganges durch ein leicht tiberseh bares 
Schema darzustellen. Alle alteren Schemata dieser Art sind leider mit 
einem logischen Fehler behaftet, der sie nahezu unbrauchbar macht. 
worauf ich bereits friiher hingewiesen habe [Wéhlisch (2)]. Von einer 
schematischen Darstellung kausaler Zusammenhiinge durch irgend- 
welche Symbole, z. B. Striche oder Pfeile, mu doch zum mindesten 
verlangt werden, dafS Verschiedenartigkeit der Beziehungen innerhal!) 
des Gesamtablaufes auch durch Verschiedenartigkeit der verwendeten 
Symbole zum Ausdruck gebracht wird. Andernfalls wird durch die 
Schematisierung keine Verdeutlichung, sondern eher ein MiBverstiindnis 
der fraglichen Zusammenhiinge. erzielt werden. 

Beim Vorgang der Blutgerinnung haben wir es nun in der Haupt- 
sache mit zwei vollstiindig verschiedenen Arten der Beziehungen zwischen 
den in Betracht kommenden Reaktionsteilnehmern zu tun. Es sind dies 

1. Die Einwirkung eines Stoffes auf einen anderen Stoff. 

2. Der Ubergang eines Stoffes oder mehrerer Stoffe in einen 
anderen. 


In den ilteren Blutgerinnungsschemata ist der logischen Forderung 
einer Unterscheidung dieser Beziehungen niemals Rechnung getragen 
worden [Niheres hieriiber bei Wohlisch (2), S. 369]. 

In den von mir verwendeten schematischen Darstellungen ‘es 
Gerinnungsmechanismus und der sich an den eigentlichen Gerinnung>- 
vorgang anschlieBenden Vorginge [Wdhlisch (2) (3)] werden die Be- 
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ziehungen ,,Einwirkung auf. . .“‘ durch einen gestrichelten Pfeil, ,,Uber- 
gang in...‘‘ durch einen ausgezogenen Pfeil angedeutet. 
Thrombohnase 


MU 
in Gegerwartvon (a"* Prothrombin 


Antithrombin n eth *e i Fibrinogen 


[Fibrinagen- De 
Denaturase) 


Profibrin 


Na0H ———©Mefathrombin 
Fibrinolysin --——-= Fibrin 
[Serumprotease] 


Antithrombin Thrombin Ce 
AThrombinabbau- lost Frorin- 
produkte) abbauprodukte 


Abb, 2. Vereinfachtes Schema des Blutgerinnungsmechanismus. Ein ausgezogener Pfeil be- 
deutet ,,Ubergang in...‘‘, ein gestrichelter Pfeil ,,Einwirkung auf. . .“‘. 


Das hierin enthaltene logische Prinzip ist in neueren Darstellungen 
des Gerinnungsmechanismus bereits mehrfach iibernommen worden 
[vgl. z. B. Albderhaiden, Apitz (1)}. 

Da sich die Erforschung der Physiologie der Blutgerinnung nach 
wie vor in starkem FluB befindet, sind wir bisher nicht in der Lage, 
ein vollstiindiges und endgiiltiges Schema des Gerinnungsmechanismus 
zu entwerfen. Alle Versuche dieser Art stellen vielmehr etwas durchaus 
Vorliufiges dar und miissen sich der fortschreitenden Kenntnis ent- 
sprechende Abinderungen gefallen lassen. Dies gilt u.a. auf Grund 
der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit auch fiir das letzte von mir 
entworfene Schema [Wohlisch (2), S. 369], in welchem die Frage der 
Reaktivierung des Metathrombins in dem in unserer Einleitung an- 
gedeuteten Sinne dargestellt ist. Zudem hat vor allem die neuere 
Hiimophilieforschung [vgl. die zusammenfassende Darstellung von 
Apitz (2)] fiir die Entstehung des Thrombins aus seinen Vorstufen die 
Mitwirkung eines von der klassischen Blutgerinnungslehre nicht ge- 
niigend beriicksichtigten Faktors ergeben, den man seiner Wirkung 
auf das himophile Gerinnungssystem nach als Hiimophilie-Korrektions- 
faktor bezeichnen kénnte. Er ist wahrscheinlich als eine bereits im 
zirkulierenden Normalplasma vorhandene Thrombokinase bzw. deren 
inaktive Vorstufe aufzufassen, wihrend die dualistische .,klassische 
Gerinnungslehre“ — vgl. deren Formulierung bei Wéhlisch (2), S. 190 — 
die Thrombokinase im allgemeinen als einen Bestandteil der Blut- oder 
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300 E. Wohlisch: 


Koérperzellen ansieht, der erst bei deren Zerfall an das Blut abgege 
wird und dadurch den Gerinnungsvorgang in Gang bringt. Die Aner. 
kennung einer Plasmathrombokinase bedeutet in gewisser Hinsicht eine 
spite Wiirdigung der unitarischen Lehre von Wooldridge [vgl. Mo 
witz (2)|, der im Gegensatz zur klassischen Gerinnungslehre die Au. 
fassung vertrat, daB sich im zirkulierenden Plasma alle zur Vollendi 
des Gerinnungsvorganges notwendigen Stoffe vorfinden!. 


Fiir die aus den Blut- oder Koérperzellen nach verschiedeiie 


Methoden dargesteliten, chemisch mehr oder minder verschiedenen, iy 
ihrer aktivierenden Wirkung auf das Prothrombin aber gleichartige: 
Stoffe (Morawitz Thrombokinase, Howells Thromboplastin oder Kephis- 
lin, Bordets Cytozym usw.), wurde seinerzeit in meine: ersten zusammen- 
fassenden Darstellung der Blutgerinnungslehre [ W6hlisch (1)] der Ober- 
hegriff der ,.gerinnungsaktiven Zellsubstanzen’ geschaffen, der sich 
rasch durchgesetzt hat. Fiir eine die Plasmathrombokinase aner- 
kennende Gerinnungslehre ist dieser Begriff zu eng geworden. Wi! 
benétigen einen neuen, die Plasmathrombokinase und die gerinnung:- 
aktiven Zellsubstanzen umfassenden, in chemischer Hinsicht nicl- 
priijudizierenden Begriff, fiir den ich mit Feissly die Bezeichnung 
Prothrombinaktivator vorschlagen méchte. 

Das Schema der Abb. 2 bedeutet gegeniiber der Wirklichkeit cine 
hewuBte Vereinfachung. Die erste Phase der Blutgerinnung, die En1 
stehung des Thrombins, verliuft mit Sicherheit komplizierter als da- 
Schema erkennen liBt. Von Bordet ist niimlich nachgewiesen, dab dic 
Thrombinentstehung in zwei Stufen vor sich geht, fiir deren erste cei 
Kontakt des Plasmas mit benetzbaren Fremdkérpern und die <An- 
wesenheit von Ca-Ionen notwendig ist. Bordet selbst nahm einen 
einheitlichen Prothrombinaktivator, das lipoide Cytozym der Throm}o- 
eyten, dagegen zwei Zustiinde des Prothrombins, das im zirkulierencden 
Plasma vorkommende weniger reaktionsfiihige Proserozym_  [Pro- 
thrombin I meiner Terminologie, vgl. Wohlisch (2), 8.369] und das 
aus diesem unter dem EinfluB des Kontaktes und der Ca-Ionen sic! 
bildende Serozym (Prothrombin IT) an, das seinerseits durch Ca-Tonen 
und gerinnungsaktive Zellsubstanz in Thrombin umgewandelt were 

Neuerdings wird nun, wie bereits erwihnt, die Méglichkeit erérter(, 
daB die Thrombokinase im Blute zuniichst in inaktiver Form, als 
Prothrombokinase (Collingwood und Mac Mahon) vorliegt, die durch 
die aktivierende Wirkung des Calciums zu Thrombokinase wird. Wiihreid 
diese Autoren an der Beziehung der Prothrombokinase zu den Throm)o- 
eyten im Sinne der klassischen, dualistischen Gerinnungslehre fest- 
halten, nehmen Dale und Walpole eine inaktive Vorform der Throm!o- 


! Die iibrigen Einzelheiten von Wooldridges Lehre sind sicher unzutreffeid. 





kin 
auc 
hag 
von 
We 
fass 


sch 


The 
En 
suc 
and 
Sor! 
gan 
der 
kor 
nice 


Lel 


fas: 
der 


erk 


vol 
ger 
Me 


eIZ 
vol 
opt 
ans 
nin 
Lit 
hdl 
in 

Ta 


oft 


Lin 


del 
An- 
nen 
ibo- 
iden 


Pro- 


Uber die Alkalireaktivierung des Metathrombins. 301 


kinase (gebundene Thrombokinase) im Vogelplasma, und Lenggenhager 
auch im Saugerplasma an. Ihre Aktivierung geschieht nach Lenggen- 
hager durch Kontakteinfliisse in Gegenwart von Ca-Ionen, also in der 
von Bordet fiir die Aktivierung des Prothrombins | angenommenen 
Weise. Fezssly (1), ein Anhinger der unitarischen Lehre, ist der Auf- 
fassung, daB beide Aktivierungsmechanismen einander nicht aus- 
schlieBen, vielmehr nebeneinander bestehen. 


In der wichtigen Frage, ob die unitarische oder die dualistische 
Theorie der Thrombinentstehung zutreffend ist, scheint mir die letzte 
Entscheidung noch nicht gefallen zu sein, da hier einstweilen die Ver- 
suchsergebnisse von Fuchs einerseits, von Brinkhous und Feissly (2) 
andererseits einander gegeniiberstehen: nach Fuchs soll ein durch 
sorgfiltige Technik véllig thromboeytenfrei gemachtes Menschenplasma 
ganz ungerinnbar sein, weshalb er die klassische, dualistische Theorie 
der Thrombinbildung fiir zutreffend hilt. Brinkhous und Feissly 
konnten jedoch bei sorgfiltiger Nachpriifung die Ergebnisse von Fuchs 
nicht bestiitigen und schlieBen sich daher in dieser Frage der unitarischen 
Lehre von Wooldridge an. 


Es ist nicht zu verkennen, daB in jiingster Zeit die unitarische Auf- 
fassung gegentiber der dualistischen an Boden gewonnen hat. Sie hat 
den Vorzug, da sie ohne besondere Hilfsannahmen imstande ist, die 


vollig normale Gerinnungsfihigkeit des thrombopenischen Blutes zu 
erkliren. 


Zusammenfassung, 


Nach A. Schmidt kann metathrombinhaltiges Serum durch Zusatz 
von Alkali und nachtriigliche Neutralisierung wieder gerinnungsaktiv 
gemacht werden, da durch die alkalische Reaktion eine Spaltung des 
Metathrombins in aktives Thrombin und Antithrombin erfolgt. 


Es wurde untersucht, in welcher Weise die durch dieses Verfahren 
erzielte Thrombinaktivitét von der Dauer der Alkalieinwirkung und 
von der Aktivierungstemperatur abhingt. Es zeigte sich, daB die 
optimale Aktivierungsdauer viel kiirzer ist. als nach den Literatur- 
angaben erwartet wurde, und daB sie mit steigender Temperatur ab- 
nimmt. Sie betriigt bei 3° etwa 3 Minuten, bei 37° etwe 1 Minute. 
Liingerdauernde Einwirkung der alkalischen Reaktion fiihrt zu einer bei 
héherer Temperatur schneller als bei tiefer verlaufenden Zerstérung des 
in Freiheit gesetzten Thrombins, eine Erscheinung, durch die sich die 
Tatsache erklirt, daB die Reaktivierung eines Serums nicht beliebig 
oft wiederholt werden kann. 

Die maximale durch das Schmidtsche Verfahren erzielbare Throm- 
Linaktivitat ist bei tieferer Temperatur etwas gréBer als bei héherer, 
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302 EE. Wohlisch: Uber die Alkalireaktivierung des Metathrombins. 


was wohl ebenfalls mit der Zerstérung des Thrombins durch die alkalise|\> 
Reaktion in Zusammenhang gebracht werden mub. 
Es wird eine tibersichtliche schematische Darstellung des Ge- 


rinnungsmechanismus gegeben, die den Ergebnissen der vorliegende 1 


Untersuchung Rechnung triigt. 
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Zur Existenz und Bedeutung 
der Zucker-Triosegleichgewichte *. 
V. Mitteilung: 

Untersuchungen iiber Temperaturabhingigkeit, Reversibilitat 
und pr-Abhingigkeit der Zucker-Triosegleichgewichte 
mit Hilfe von Ariyamas Reagens. 

Von 
Curt Enders und Sigurdur Sigurdsson. 

(Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie der Technischen Hochschule 
in Miinchen.) 

(Eingegangen am 29. Juli 1943.) 

Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die Tatsache, daB bei der Destillation von Zuckerlésungen iiber 
das gesamte py-Bereich hin Methylglyoxal ins Destillat iibergeht, hatte 
erstmals die Existenz von Zucker-Triosegleichgewichten vermuten 
lassen (1). Durch Ermittlung der Gleichgewichtskonstanten K}°” durch 
Destillation von Zuckerlésungen (2) und die praktisch quantitative 
Uberfiihrbarkeit von Zucker in Methylglyoxal durch Destillation der 
wiBrigen Lésung (3) wurde die Existenz der Zucker-Triosegleichgewichte 
sichergestellt. Uber die Bedeutung, die diesen Zucker-Triosegleich- 
gewichten zukommt, wurde bereits berichtet (4). Die gegeniiber dem 
hisherigen Stande der Zuckerchemie tiberraschende Feststellung, dal 
das Zuckermolekiil in wiisseriger Lésung in einem echten thermo- 
dynamischen Gleichgewicht zu einer Triose (Triose X) steht. konnte 
nunmehr durch die Verfolgung der Temperaturabhingigkeit der Zucker- 
Triosegleichgewichte, ihrer Reversibilitét und ihrer py-Abhiingigkeit 
mit Hilfe der von Ariyama (5) ausgearbeiteten Methode weiter ge- 
sichert werden. 

Diese bereits durch Meyerhof und Lohmann (6) mit Erfolg anlaBlich 
ihrer Studien iiber das durch Aldolase gesteuerte Hexosediphosphat- 


* Uber diesen Gegenstand wurde in folgenden Veréffentlichungen berichtet: 

. Methylglyoxal als Zwischenprodukt der Melanoidin- und Karameibildung. 
Enders u. Marquardt, Naturwiss. 29, 46, 1941. 

. pu-Abhangigkeit und Gleichgewichtsreaktion der Aufspaltung der Zucker 
zu Methylglyoxal. Enders, diese Zeitschr. 312, 349, 1942. 

. px-Abhangigkeit und Gleichgewichtsreaktion der Aufspaltung der Zucker 
zu Methylglyoxal. II. Derselbe, ebenda 313, 265, 1943. 

7. Zur Existenz und Bedeutung der Zucker-Triosegleichgewichte. Enders 
u. Sigurdsson, Naturwiss. 31, 92, 1943. 
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Triosephosphat-Gleichgewicht angewandte Methode erméglicht zu 
Unterschied von der bisher gehandhabten Destillationsmethode «je 
direkte Erfassung der Triose X. 

Nach Ariyama kann Methylglyoxal mit Hilfe des Harnsadurereagens’ nach 
Benedict in eindeutiger Weise bestimmt werden, indem durch Zusatz von Cyanid 
das Reduktionsvermégen in spezifischer Weise stark gesteigert wird. Dic 
Spezifitat dieses Reagens fiir Methylglyoxal konnte durch eigene Uritersuchung:n 
an einer gréBeren Reihe von Stoffen, die im allgemeinen als stérend in Frage 
kamen, bestatigt werden (7). 

Bei Zuckerlésungen ist nach jetziger Kenntnis von vornherein nur mit 
-Methylglyoxal bzw. einer Triose als verantwortlichen Faktoren fiir den positiven 
Ausfall der Reaktion zu rechnen. 

Uber die bei der Anwendung des Reagens’ fiir quantitative Zwecke ein- 
zuhaltenden VorsichtsmaBregeln und iiber den Chemismus, der zu der Blau- 
firbung fiihrt, ist an anderer Stelle berichtet worden (8). Vorwegnehmend sci 
bemerkt, daB das Reagens auf die offenbar sehr reaktionsfahige Triose X ebenso 
anspricht wie auf Methylglyoxal. Von Ariyama (9) wurde bereits beobachtet, 
da8B Zuckerlésungen mit seinem Reagens sehr geringe Farbungen liefern. 

Mit dem Vorliegen von Methylglyoxal bzw. Triose in wasserigen Zucker- 
lésungen wurde diese Beobachtung nicht in Zusammenhang gebracht. 

Die von uns zunichst getroffene Feststellung, daB die mit Ariyanas 
Reagens in Zuckerlésungen auftretende Blaufirbung in erwiirmten 
Zuckerlésungen intensiver ist als in solchen von Raumtemperatur, 
konnte nicht mit der Anwesenheit von Methylglyoxal erklirt werden. 
Vielmehr erschien es uns wahrscheinlicher, daB dieser Erscheinung die 
bereits auf anderem Wege gefundenen Zucker-Triosegleichgewichte 
zugrunde liegen, d. h. also, daB unter den in den Zuckerlésungen durch 
Zugabe der Komponenten des Reagens hergestellten Bedingungen aus 
Triose X und aus Methylglyoxal dieselbe reduzierende Substanz entsteht, 
welche die eigentliche Ursache fiir die Bildung der Blaufirbung ist. 
Fiir die Auffassung, daB Ariyamas Reagens in Zuckerlésungen mit der 
Triose X reagiert, spricht weiterhin, daB die gefundene Temperatur- 
abhingigkeit nicht in verdiinnten Lésungen von reinem Methylg!yoxal 
beobachtet werden konnte. Inwieweit die von Bernhauer und Gérlich (10) 
mitgeteilte Erscheinung des Auftretens von Triosen durch Einwirkung 
von Erdalkalicarbonaten auf Methylglyoxallésungen hierzu in Wider- 
spruch steht, kann nicht ohne weiteres entschieden werden. 


Temperaturabhingigkeit des Zucker-Triosegleichgewichts. 
A. Geschwindigkeit der Cleichgewichtseinstellung. 


Der Umstand, daf schon in einer wisserigen Lésung, also ohne die 
Vermittlung eines Katalvsators, der Gleichgewichtszustand zwischen 
Zucker und Triose sich einstellt und auBerdem schon bei Raum- 
temperatur sehr bald erreicht wird, erschwert die quantitative Ver- 
folgung der Einstellungsgeschwindigkeit sehr. Insbesondere fehlt hier, 
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im Gegensatz zu Umwandlungen, die z. B. erst durch die Gegenwart 
eines Enzyms deutlich werden, das Mittel zur Fixierung des zeitlichen 
Anfangspunktes. Schon wiihrend des Auflésens des Zuckers in Wasser 
geht die Reaktion vor sich, und wahrscheinlich gleich am Anfang mit 
der gréBten Geschwindigkeit. Die sonst mit Erfolg verwendete kolori- 
metrische Methode zur Bestimmung der Triose X erwies sich in diesem 
Falle als nicht geeignet. Es diirfte auch schwer sein, hier einen gang- 
baren Weg zu finden, da die zu messende Triose nur in sehr geringen 


Konzentrationen vorhanden ist, z. B. bei 20°C nur etwa 16 mg, des 


Zuckers in einer 10° igen Glucoselésung. 

Die genaue Bestimmung der Geschwindigkeit der Gleichgewichts- 
einstellung gelang also nicht. Die ausgefiihrten Versuche konnten nur 
zeigen, dai die Zeit, die zur Herstellung der Lésung, Einstellung der- 
selben auf 20°C und Ausfiihrung der kolorimetrischen Bestimmung 
notwendig ist, meistens auch ausreicht, um den Gleichgewichtszustand 
vollkommen herbeizufiihren. DaB ein echtes Gleichgewicht tatsiichlich 
erreicht ist, geht daraus hervor, daB auch beim stundenlangen Stehen 
der neutralen Lésung bei konstanter Temperatur keine Vermehrung 
der anwesenden Menge Triose stattfindet. 

Mit steigender Temperatur nimmt die Geschwindigkeit der Gleich- 
gewichtseinstellung zu. Schon unterhalb 100°C macht sich aber, mit 
der Temperaturzunahme allmihlich steigend, eine Stérung der echten 
Gleichgewichtsverhiltnisse bemerkbar. Dies beruht offenbar auf einer 
irreversiblen Umlagerung der Gleichgewichtstriose zu Methylglyoxal. 

Die Umlagerung von Dioxyaceton und Glycerinaldehyd zu Methy]- 
glyoxal in der Siedehitze wurde schon von Denigés (11) und spiiter von 
anderen Autoren (12) beschrieben. 

Diese Uberlagerung des echten Gleichgewichtszustandes durch 
einen sekundiiren Vorgang wird von Alkalien stark beschleunigt und 
mu8 als Grund dafiir angesehen werden, da8 im alkalischen Medium 
das vollkommen reversible Gleichgewicht scheinbar nicht mehr besteht. 
Dies ist wohl auch die Ursache dafiir, daB bei friiheren Arbeiten iiber 
die Zuckerspaltung im alkalischen Medium stets nur Methylglyoxal als 
Spaltprodukt gefunden wurde (13). 

Bei 80° C ist diese Stérung noch ganz gering. Die Triosebestimmung 
wird bei dieser Temperatur zweckmiBig nach einigen Minuten, bei 
100° C aber sofort durchgefiihrt. 

Wenn auch die Einstellung des Gleichgewichts nur von Zucker 
ausgehend verfolgt werden konnte, da die Triose X als solche noch 
nicht isoliert wurde, kann doch auf indirektem Wege ein Einblick in 
den umgekehrten Vorgang erhalten werden. Stellt man néimlich in 

einer Zuckerlésung zuerst das Gleichgewicht bei 60°C her und kiihlt 
dann ab auf 40°C, so erhilt man wieder die Gleichgewichtslage fiir 
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diese Temperatur. Der Versuch zeigte, daB die Zeit des Abkiihle:s 
bei Raumtemperatur von 60 auf 40° C ausreicht, um das Zucker-Triose- 
gleichgewicht fiir 40° C aus Richtung der Triose vollkommen herzustelle:. 


B. Die Lage des Zucker-Triosegleichgewichts bei verschiedenen 
Temperaturen. 

Die nach dem Massenwirkungsgesetz auf Grund der durch Destilla- 
tion von Zuckerlésungen verschiedener Konzentrationen in den Destil- 
laten nachgewiesenen Methylglyoxalmengen errechneten Gleichgewichts- 
konstanten beziehen sich auf die Siedetemperatur der Zuckerlésungen. 
Mit der Destillationsmethode kann naturgemaiB die fiir ein echtes 
thermodynamisches Gleichgewicht zu fordernde Temperaturabhingigkeit 
der Gleichgewichtskonstanten nicht ermittelt werden. Dies ist jedoch 
nach den vorigen Ausfiihrungen mit Hilfe der Methode von Ariyama 
mdédglich. : 

Wie erwihnt, spricht die Triose X ebenso auf das Reagens an, 
wie Methylglyoxal. Daher kénnen die entstandenen Farbtiefen als 
MaB fiir die Menge der in Lésungen vorliegenden Triose X gewertet 
werden. Fiir die Berechnung der Triosemengen auf Grund der er- 
haltenen Farbtiefen besteht die Schwierigkeit, daB keine Standard- 
lésungen der Triose X hergestellt werden kénnen. Diese Schwierigkeit 
umgingen wir, indem die in Zuckerlésungen erhaltenen Farbungen mit 
Hilfe einer Eichkurve auf Methylglyoxal berechnet wurden. Dadurch 
war es notwendig, der Berechnung der Gleichgewichtskonstanten bei 
verschiedenen Temperaturen folgende, vom Massenwirkungsgesetz 
fiir die Reaktion 

Glucose = 2 Triose X = 2 Methylglyoxal + 2 H,O 
abgeleitete Formel! zugrunde zu legen: 
RK! = [Cy Hy. Og] s 
“ ~ [C;H,0,}*[H, OF * 

Die zur kolorimetrischen Methylglyoxal- bzw. Triose X-Bestimmung nach 
Ariyama verwendete Arsenphosphorwolframsiure (Benedicts Reagens) wird 
bereitet, indem man 100g reines Natriumwolframat in einer 1-Liter-Flasche 
in etwa 600 ccm Wasser auflést, 50 g reines Arsenpentoxyd, 25 ccm einer 85% igen 


! Tn der II. Mitteilung dieser Reihe wurde die Berechnung der Destillaticns- 
konstanten nach der entsprechenden Formel fiir Disaccharide: 
x00? [Cro Ho O41) 
. (C,H, 0.]*(H, O}* 
durchgefihrt, und nicht nach der dort angegebenen Forme]: 
[C1 Hoo 011] % [H, 0] 
[C; H,03]* 


die der Aufspaltung des Maltosemolekiils bis zur Triose entspricht. 
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Phosphorsiure und 20ccm konzentrierter Salzsiure nacheinander hinzugibt. 
Die Mischung wird 20 Minuten lang ruhig gekocht, abgekiihlt und bis zur Marke 
aufgefiillt. Nach Ariyama erfolgt die Methylglyoxalbestimmung in folgender 
Weise: Zu jeweils 10cem der zu untersuchenden Lésung gibt man 1,6 ccm 
Arsenphosphorwolframsaure, 0,8 cem einer m/1 Natriumcyanidlésung und 4 ccm 
einer m/1 Sodalésung in der angegebenen Reihenfolge. Nach 10 Minuten Stehen 
wird das Gemisch auf 100ccm mit destilliertem Wasser verdiinnt und die 
entstandene Farbung mit einer Standardlésung, die aus 10 ccm einer m/1000 
Methylglyoxallésung und den erwaihnten Reagentien in der angegebenen Menge 
bereitet wurde, verglichen. 


Diese Arbeitsweise wurde von uns insofern abgeiindert, als mit 
Hilfe des lichtelektrischen Kolorimeters nach Lange eine Eichkurve 











fiir die Arsenphosphorwolfram- of 

siurelésung in dem Konzentra- sa: aa tae es OS SE ee a 
tionsbereich von 0,076 bis 0,76 mg i > ai 
Methylglyoxal in 10cem der zu § * a 
untersuchenden Lisung aufgestellt 8” oan? 4 om Cam aang 
wurde. : i ae | | 

Dies hat den Vorzug, dai Wem ia 

nicht fiir jede Bestimmung eine pe J | 
neue Vergleichslésung hergestellt 0 | 
werden muB. AuBerdem_ bringt — = Gang 


Methy/glyoxal 


die Verwendung des Lange-Kolori- Abb.1. Bichkurve. 


meters die Vorteile der objektiven 

Ablesung mit sich und schlieBt durch die Verwendung einer iiber einen 
weiten Konzentrationsbereich laufenden Eichkurve Fehler aus, die 
nach der urspriinglichen Arbeitsweise in einem weiten Konzentrations- 
bereich deshalb auftreten, weil keine Proportionalitit zwischen Methyl- 
glyoxalkonzentration und Farbtiefe besteht. 

Bei unseren Messungen in Zuckerlésungen wurden jeweils 10 cem 
der Lésung eine bestimmte Zeit bei der Versuchstemperatur gehalten 
und dann sofort, wie oben beschrieben, mit den Reagentien versetzt. 
Obwohl auf Zusatz der Arsenphosphorwolframsiiure eine geringe Ab- 
kihlung erfolgt, hat diese in der kurzen Zeit bis zur Zugabe des Cyanids 
keinen bemerkbaren EinfluB auf die Gleichgewichtslage. Nur die vor 
dem Cyanidzusatz vorhandene Menge Methylglyoxal bzw. Triose X 
wird gemessen, da sie allein fiir die Blaufiirbung verantwortlich ist. 
Eine durch den Zusatz der Sodalésung bewirkte Entstehung von Methy!- 
glyoxal aus Zucker kommt als stérender Faktor also nicht in Frage. 


Die durch gleiche Methylglyoxalmengen -hervorgerufenen Blau- 
firbungen sind von der Temperatur ihrer Lésung iiberhaupt unabhiingig. 
Dies zeigte sich in einem Versuch, bei dem jeweils 0,45 mg Methyl- 
glyoxal in 10 cem destilliertem Wasser bei 12, 20, 60 und 80°C den- 
selben Farbwert (58 % 


Lichtabsorption) lieferten. 
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Die Ergebnisse der auf Methylglyoxal berechneten Triose X-be. 
stimmungen in Glucoselésungen bei verschiedenen Temperaturen wii 
die daraus errechneten Gleichgewichtskonstanten sind in Tabelle | 
zusammengestellt. 


Tabelle I. Temperaturabhangigkeit der Gleichgewichtskonstanten: 


Kt i ? [Cy Hy. 06] 

© [C;H,0,}*(H,0]* 

aR Zucker- —«d Mittelwertdes| (|! 

wee | gehalt der Angahl der Methyl- | -t e Mittelwert 
~~ Lésung | Messungen  glyoxalgehalts . Kf /102 
. % a/Liter | 





0,0312 é 10,63 
0,0420 9,79 


0,0199 i 15,36 
0,0288 15,03 
0,0550 12,41 


0,0176 24,60 
0,0277 25,88 
0,0455 21,21 
0,0118 * 36,74 
0,0224 30,98 
0,0350 B 27,57 
0,0167 7 40,86 
0,0250 5 38,73 


0,0103 66,33 
0,0163 é 59,24 
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Wie aus Tabelle I zu ersehen ist, wurden die Bestimmungen wenig- 
stens bei zwei, wo es die Hichkurve zulieB aber bei drei verschiedenen 
Konzentrationen durchgefiihrt. Bei jeder Temperatur und fiir jede 
Konzentration wurden mehrere Messungen vorgenommen. Bei den 
Temperaturen bis 60° erfolgte eine Bestimmung nach 15miniitigem 
Stehen der Lésung, eine zweite nach 30miniitigem Verweilen bei der 
betreffenden Temperatur. Aus den oben erwihnten Griinden erfolgten 
die Bestimmungen bei 80 und 96°, nachdem die Ansiitze jeweils nur 
einige Minuten bis zur Einstellung des Gleichgewichts bei diesen Teni- 
peraturen gestanden hatten. Mit Ausnahme der Bestimmungen bei 
969 wurde jeweils eine weitere in der Weise durchgefiihrt, daB die 
Lésung zuerst auf eine héhere Temperatur erhitzt und hierauf auf die 
jeweilige Versuchstemperatur abgekiihlt wurde. 

Die fiir verschiedene Konzentrationen bei gleichen Temperaturen 
errechneten Konstanten zeigen gréBere Abweichungen als bei den 
Gleichgewichtsbestimmungen, wie sie fiir anorganische Gleichgewichte 
in der Gasphase vorliegen. Die gréBere Inkonstanz gegeniiber diese! 
kann auch bei anderen Gleichgewichten organischer Verbindungen i: 





flii 
dal 
nu 


au 
hi 
di€ 





y 


len 
“de 
len 
aT 





309 









Zur Existenz und Bedeutung der Zucker-Triosegleichgewichte. V. 





fliissiger Phase beobachtet werden. Der Grund hierfiir mag zum Teil 
darin zu suchen sein, daB das Massenwirkungsgesetz strenge Giiltigkeit 3 
nur fiir ideale Verdiinnungen besitzt. 

Fiir den speziellen Fall der hier vorliegenden Gleichgewichte ist x | 
auBerdem fiir die Schwankungen der errechneten Konstanten in Ab- ; 
hingigkeit von der Konzentration der Umstand von Bedeutung, dab 
die bei den Methylglyoxalbestimmungen auftretenden unvermeidlichen 
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Abb. 2. 



























Versuchsfehler in zweiter Potenz in die Konstanten eingehen. Die MeB- 
genauigkeit der Methylglyoxalbestimmungen geht besser aus den 
Quadratwurzeln der Konstanten hervor. Bei ihnen ist die Ungenauig- 
keit der Methylglyoxalbestimmungen weitgehend eliminiert und die 
Konstanz deshalb besser zu erkennen. 








Fiir ein echtes thermodynamisches Gleichgewicht mu gefordert 
werden, daB die Logarithmen der Gleichgewichtskonstanten bei ver- 
schiedenen Temperaturen graphisch dargestellt auf einer Geraden 
liegen. Dies ist fiir das Zucker-Triosegleichgewicht der Fall. 

In Abb. 2 sind die Mittelwerte der Konstanten fiir 20, 40, 50, 60, 
80 und 96° in logarithmischem Ma8stab aufgezeichnet. Obwohl die fiir 
verschiedene Temperaturen angegebenen Konstanten fiir Methyl- 
glyoxal berechnet wurden, verhalten sie sich zueinander genau so, als 
wenn sie fiir die Triose X ausgerechnet worden wiiren. Bezeichnet man 
mit K’ die fiir die Aufspaltung des Zuckers zu Methylglyoxal, mit K”’ 
die fiir die Aufspaltung zur Triose geltenden Konstanten, so gilt: 

as [CeHO)] hed [C,H 06] 
(C;H,0,)[H, 0) (C;H,0;}? 
Hieraus kann fiir K’’ entsprechend: 
K’' (C,H, 0,}?(H, 0}? 
















und kK” 









- K" [C,H ,03P 
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errechnet werden: 


[Cs H,0,]? [Hy OF 

[C3 HO; 

Unter der nach den obigen Ausfiihrungen als wahrscheinlich «an. 
zunehmenden Ubereinstimmung von Methylglyoxal und Triose X, 
dahingehend, daB jeweils 1 Mol dieser Kérper mit Ariyamas Reagens 
iiber eine gemeinsame Zwischenstufe denselben Farbwert liefert, folct: 

K” = K'[H,OP = K’- 3086. 
Die fiir die Triose X geltenden Konstanten unterscheiden sich demnach 
nur durch einen Faktor von denjenigen fiir Methylglyoxal. 


K" = K’ 


C. Reversibilitat der Gleichgewichtsverschiebung durch Anderung 

der Temperatur. 

Aus den Gleichgewichtskonstanten fiir 20° (39,55 - 102) und 96° 
(1,05 - 102) geht hervor, daB sich das Gleichgewicht durch Temperatur- 
erhéhung stark zugunsten der Triose X verschiebt. Diese Gleich- 

gewichtsverschiebung mu fiir 





mg%- ein echtes Gleichgewicht rever- 
sibel sein. Zur Priifung, ob dies 
fiir das  Zucker-Triosegleich- 
gewicht zutrifft, wurden je zwei 


. oe 


Ansitze von 5- ‘und 10° igen 
Glucoselésungen wiederholt aut 
20 und 60° gebracht. Nach 
5 Minuten Stehen bei der jewei- 
ligen Versuchstemperatur wurde 
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Abb. 3. Menge der anwesenden Triose in die anwesende Menge an Triose X 
Glucoselésungen verschiedener Konzen- bestimmt. In der 5 “igen Lé- 
tration bei verschiedenen Temperaturen. sung wurden auch Bestimmungen 

bei 40° durchgefiihrt. 

Es stellte sich fiir jede Temperatur das zu ihr gehdérige Gleich- 
gewicht ein. Da man durch Temperaturiinderung das Gleichgewicht 
beliebig oft verschieben kann, ist die fiir ein echtes Gleichgewicht zu 
fordernde Reversibilitiit mit der oben geschilderten Einschrinkung 
durch sekundiire Umlagerung der Triose X bei lingerem Stehen bei 
hoher Temperatur also erfiillt. 


Tabelle II. 





10 %ige Glucoselésung 5 %ige Glucoselésung 
mg% mg% 


1,44 1,03 
5,20 2,77 

1,51 
1,51 1,03 
4,94 2,84 
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D. Wdrmetinung der Aufspaltung von Zucker zu Triose X. 
Mit Hilfe der van ’t Hoffschen Reaktionsisochore oe = as 






kann die Wairmeténung U der Reaktion aus den K‘’-Werten bei zwei 
verschiedenen Temperaturen berechnet werden. 






Integriert lautet die Gleichung: 






InK, —InK, = = (a : ) 
1 


? 





oder 





In = Saar , 
’ Sea | ae A ) 
wo R = 1,986 und 7’ die absolute Temperatur ist. Wenn man hier K, fiir 20° C 
und K, fiir 96°C einsetzt, ergibt sich: 
39,55-10? 3 U (ats — soa) 
105-10? 1,986 \369 =. 293/’ 
U 293 — 369 
1,986 108 117 ): 
3,628 - 1,986 * 108117 
sae 


ee 2 hee 
Sar 









In 37,66 = 






Yo = — 10 250 cal/Mol Glucose. 











Die Konstanten fiir 50 und 60°C ergeben: 
10,13 - 10? U ( 1 1 





575-10? «1,986 \333 323)’ 
U /; —10 
In 1,762 = 3 ), 
pa eee 559 
0,5438 - 1,986 - 107 559 


eee “ = — 11820 cal/Mol. 





In 








Diese Werte sind von derselben GréBenordnung wie die von Meyer- 
hof und Lohmann (14) in analoger Weise aus den Gleichgewichts- 
konstanten der enzymatischen Reaktion 





Hexosediphosphorsiiure => 2 Triosephosphorsiiure 






berechnete Wiirmeténung von — 11300 cal/Mol gespaltener Hexose- 





diphosphorsiure. 





E. Einflup der Wasserstoffionenkonzentration auf das Zucker-Triose- 
gleichgewicht. 


Die Verfolgung der py-Abhingigkeit der Zucker-Triosegleich- 
gewichte ist mit Ariyamas Reagens nur in einem engen py-Bereich 
um den Neutralpunkt méglich, da die optimale Farbtiefe bei der Wasser- 
stoffionenkonzentration erreicht wird, die auf Zusatz der vorgeschrie- 
benen Menge Sodalésung eingestellt wird. In dem der Untersuchung 
zugiinglichen py-Bereich konnte mit dem Reagens dieselbe Steigerung 
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der Methylglyoxalbildung mit abnehmender Wasserstoffionenkonzent ri. 
tion festgestellt werden wie bei den Destillationsversuchen. 





mg % 


a) 
S 


Methylglyoxa/ 
. =. 3 





s 8 
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Abb. 4. Anwesende Menge Triose in einer 5 %igen Glucoselésung in Abhingigkeit von Pr und 
Temperatur. 


Entsprechend den bereits erwihnten Beeinflussungen der Reversi. 
bilitat durch Alkalien ist die Temperaturabhiingigkeit der Gleich- 
gewichte in dem untersuchten py-Bereich von 6,8 bis 9,1 nur zum Teil 
reversibel. 
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Zum Stoffwechsel der siiurefesten Bacterien. 
I. Mitteilung: 
Orientierende aerobe Reihenversuche. 
Von 
Wilhelm Franke und Annelies Schillinger. 

(Aus dem Chemischen Universitiatslaboratorium Miinchen und dem Institut fiir 

chemische Technologie und Garungschemie Wiirzburg.) 
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(Eingegangen am 22. Juni 1943.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


A, Literaturiibersicht, 


Mit moderner manometrischer Methodik durchgefiihrte systema- 
tische Untersuchungen tiber den Stoffwechsel der siiurefesten Bacterien 
(im wesentlichen Mykobacterien) liegen nur in geringer Zahl vor, solche 
priparativer Art fehlen so gut wie vollkommen. Dies ist eigentlich 
iiberraschend, da das Interesse an dieser Bacteriengattung vor allem 
im Zusammenhang mit dem Tuberkuloseproblem an sich sehr rege ist. 
Zudem zeigen sich auch in den neueren Arbeiten zum Teil erhebliche 
Widerspriiche. 


Auf die alteren Stoffwechselversuche, u.a. von Proskauer und Beck’, von 
Frouin und Guillawme?, von Braun, Kondo und Mitarbeitern®, von Model’, von 
Wakabayashi *, in denen die Verwertbarkeit einzelner organischer Verbindungen 
als einzige Kohlenstoffquelle des Zellaufbaus gepriift wurde, soll hier nicht 
naher eingegangen werden; doch war schon in diesen Untersuchungen die starke 
Selektivitat insbesondere der pathogenen Mykobacterien (Tuberkel- und Lepra- 
bacillus*) offenbar geworden. Atmungsversuche mit Warburgs manometrischer 
Methodik haben wohl] als erste Loebel, Shorr und Richardson’ 1933 am Tuberkel- 
bacillus ausgefiihrt; sie finden starkere Atmungssteigerungen bei Zusatz von 
Glycerin (das schon in den altesten Arbeiten als hervorragende C- Quelle erkannt 
worden war), Milchséure, héheren Fettsiuren und Lecithin, schwachere auf 
Zusatz von Glucose oder Glykogen. Die Veratmung von Glycerin wird einige 
Jahre spiter von Nakamura® bestatigt, der jedoch -inen oxydativen Umsatz 
von Kohlenhydraten und Aminoséiuren — mit Ausnahme der etwas atmungs- 
steigernd wirkenden Glutaminsiure — vermiS8t; auch Alkohol] und Zucker- 






1 Zeitschr. f. Hyg. 18, 128, 1894. — 2 C. r. Acad. Sci. 170, 1471, 1921; 
C.r. Soc. Biol. 88, 1002, 1095, 1923; Ann. Inst. Pasteur 42, 667, 1928. — * Diese 
Zeitschr. 145, 381, 1924; 146, 573, 1924; 153, 302, 1924; 155, 148, 1925; Klin. 
Wochenschr. 3, 10, 1924. — 4 Beitr. Klin. Tuberk. 83, 214, 1933. — ° Jap. J. 
exp. Med. 11, 171, 208, 1933. — ® AuBer in diesen Trivialnamen sollen unter 


Bacillen im folgenden nach Lehmann-Neumann (Bakteriol. Diagnostik. 


Miinchen 1926/27) stets sporenbildende Stabchenbacterien verstanden werden. 
? J. Bacteriol. 26, 139, 167, 1933. — * Tohoku J. exp. Med. 34, 231, 1938. 
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alkohole (Erythrit, Mannit) sowie eine Reihe organischer Sauren (Ameisen.. 
Bernstein-, Apfel-, Wein- und Citronensiure) werden nach Nakamura \oy 
Tuberkelbacillus nicht angegriffen. Neuerdings (1940) hat Cutinelli! derartic: 
Versuche nach der Warburg-Methodik in gréBerem Umfang wieder aufgenomiien. 
Auch er findet keine Oxydation der verschiedensten Mono-, Oligo- und Poly. 
saccharide, héchstens andeutungsweise eine solche der Hexosephosp! iti 
Dagegen bedingen die Glieder der Fettséurereihe (von C, bis Coo) — allerdings 
ohne klare Beziehung zur C-Zahl — zum Teil erhebliche Atmungssteigerung h 
(bis 285°.,); geringer, doch deutlich (15 bis 65°, Respirationserkéhung) ist di 
Wirkung der gesattigten Dicarbonséuren (von C, bis C,)), von ungesattizte; 
Sauren (Croton-, Fumarséure), Oxysiuren (Milch-, «- und /)-Oxybutter-, Apfe| 
siure) und Ketosduren (Brenztrauben-, Acetessigsiure, welch letztere abnlich 
leicht wie die héheren Fettsaiuren angegriffen wird). Da auch die Methyleste: 
der Fettsiuren deren Salzen als Substrate im Atmungsversuch nicht nachstehcn, 
diskutiert Cutinelli die Méglichkeit einer w-Oxydation der Monocarbonsiurcn: 
eine /}-Oxydation liBt sich infolge des leichten Angriffs der Acetessigsiure 
ohnedies nicht mit Sicherheit nachweisen. Ungefahr gleichzeitig mit Cutinelli 
hat schlieBlich Bernheim* Untersuchungen am Tuberkelbacillus ausgefiihrt, di: 
uns allerdings infolge des Krieges erst wesentlich spaiter zuganglich wurden 
Soweit es sich um schon gepriifte Substrate handelt, stehen seine Befunde in 
wesentlichen mit denen Nakamuras im Einklang, mit denen Cutinellis zum Teil 
im Widerspruch, insofern als auch er mit Kohlenhydraten, Aminosauren, Milch., 
Citronen- und Bernsteinséure keine erhéhte O,-Aufnahme findet; eine solchi 
wird dagegen beobachtet mit niederen Fettsiuren, niederen Alkoholen (Athy)- 
und Caprylalkohol ausgenommen) und Aldehyden (besonders deutlich Furfuro| 
und Benzaldehyd). Uberraschend ist die in der gleichen Arbeit angegeben 
Oxydation von Benzoe- und Salicylsaure. 


Was den Garungsumsatz anbetrifft, so haben zuerst wieder Loebel, Shorr und 
Richardson (l.c.) sehr schwaches glykolytisches Vermégen beim Tuberke! 
bacillus gefunden. Ebina und Nakamura® geben fehlende aerobe, schwacli 
anaerobe Glykolyse fiir eine Reilie siurefester Organismen an, wobei apathogene 
Keime den pathogenen quantitativ nur wenig iiberlegen sind. Cutinelli (1. c. 
hat diese Angaben fiir den Tuberkelbacillus erweitert. Er beobachtet Ver- 
girung der Zymohexosen, von Galaktose, Maltose, Saccharose und Raffinose; 
eine Vergirung der Hexosephosphate ist nicht sicher feststellbar, Pentosen und 
Polysaccharide sind unvergarbar. 


Bei diesem mangelhaften Stande unserer Kenntnis schien es nic/it 
ohne Interesse, das Studium des Stoffwechsels der Siurefesten au! 
breiterer Basis erneut aufzunehmen. Drei Fragen standen dabei in 
Vordergrund des Interesses: 1. Bestehen grundsiitzliche Unterschiece 


) 


im Stoffwechsel der siurefesten und der nichtsiéurefesten Bacterien 
Da auch iiber die letzteren nur wenig mit einheitlicher Methodik ve- 
wonnenes Material zur Verfiigung stand, muBten auch typische Ver- 
treter der nichtsiurefesten Bacteriengruppen in den Kreis der Unter- 
suchung einbezogen werden. 2. Zeigt innerhalb der Gattung My00- 
bacterium der Tuberkelbacillus als wichtigster pathogener Repriisenta' 


? Boll. Istituto sieroterap. Milan. 19, 88, 141, 146, 1940. — 2 J. Bacteriol. 
Al, 387, 1941. — * Tohoku J. exp. Med. 31, 60, 1937. 
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besondere Stoffwechseleigenheiten ? 3. Ergeben sich aus der Kenntnis 
des Stoffwechsels Hinweise fiir chemotherapeutische MaBnahmen ? be 





Von 





artige 





In der vorliegenden I. Mitteilung sollte an aeroben Reihenversuchen : : 





nmien, 































Poly. [ein Uberblick iiber die Méglichkeit einer Stoffwechselsystematik ge- 4 

phat wonnen werden. Fiir den Fall von Nichtsiurefesten konnten wir uns ¢ 

ne dabei zum Teil auf ihnliche, friiher ausgefiihrte Versuche iiber den 

st dic Abbau organischer Siuren! stiitzen. Aus auBeren Griinden mubte die z | 

tigter vorliegende Untersuchung zu einem beschleunigten AbschluB gebracht : 

Apfel werden. Sie ist als Vorarbeit gedacht fiir die geplante priiparative 

“i ‘ Durcharbeitung von Abbaureaktionen an zellwichtigen Einzelsubstraten 

oe und Substratgruppen (z. B. Essigsiiure, Brenztraubensiure, Citronen- i 

uren: siiure, héheren Mono- und Dicarbonsiiuren usw.), die bei den Myko- 

saure bacterien im Gegensatz zu anderen in letzter Zeit erfolgreich unter- 

‘gen suchten Mikroorganismen? noch vollig aussteht. 

. die 

se B. Methodik, 

ae 1. Bacterienmaterial 3. .= | 

oleh. Zur Untersuchung gelangten folgende fiinf Arten von Myko- Pay 

thyl- hacterten : . = 

a 1. Mycobact. rubrum, e S 
2. Mycobact. phlei, . <> 
3. Mycobact. smegmatis, andl 

und 4. Mycobact. lacticola, be 

rke| 5. Mycobact. tuberculosis (typus gallinaceus). E © 

a Zum Vergleich wurden ferner in gleicher Weise untersucht: ) a 

| ¢.) 6. Sarc. lutea, als Vertreterin der Coccaceen (Genus Sarcina), * Ww 

Ver- 7. Bact. coli, als Vertreter der Bacteriaceen (Typhus-Coli-Gruppe ). Cc} 

ose; 8. Bact. pyocyaneum, als Vertreter der Bacteriaceen (Subgenus Pseudomonas), Lid 

und 9. Vibr. alcaligenes, als Vertreter der Spirillaceen (Genus Vibrio). ~ — 
10. Bac. megatherium, als Vertreter der Bacillaceen (Genus Bacillus). Sc 

- ll. Corynebact. pseudodiphtheriticum, als Vertreter der Proactinomycetaceen - 

en (Genus Corynebacterium), ee 

aul 12. Actinomyc. chromogenes, als Vertreter der Actinomycetaceen (Genus Actino- 

im myces). BA 

ede Die Kultur der Organismen erfolgte, wie schon frither bei Franke 4 

en! und Peris (l.¢.) genauer beschrieben, auf Bouillonagar — teils mit, % 

ge teils ohne Glycerinzusatz — in Kolle-Schalen, mit Ausnahme des £ 

el a 

tel 1 W. Franke u. W. Peris, diese Zeitschr. 295, 61, 1937. — # Vgl. Zu- 






sammenfassung von W. Franke, Chemie 56, 55, 71, 1943. — * Die Bacterien 
Nr. 3, 4, 6, 7, 8 und 9 entstammten dem Hygienischen Institut der Uni- 
versitaét Miinchen, Nr. 2, 5, 10, 11 und 12 dem Pathologisch-anatomischen 
Institut der Universitat Wien, Nr. 1 dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der 
Technischen Hochschule Delft. Wir danken den Herren Professoren Hettche, 
Chiari und Kluyver fiir die Uberlassung der Stamme. 
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Tuberkelbacillus, der infolge seines darauf sehr schlechten Wachstii;\). 
auf Glycerinbouillon in Lrlenmeyer-Kolben geziichtet wurde. 


Im allgemeinen wurden soviel KulturgefiBe verwendet, daB 0,7 bis 1.5 ¢ 
Bacterientrockengewicht erhalten wurden, was fiir die Serienversuche ausreicht, 
Die Zusammensetzung des generell verwendeten Nahrbodens war: 

Liebigs Fleischextrakt 
Pepton 

Glucose 

\f >» .9 
Na, HPO, -2H,0O 
(Glycerin 


Nach beendeter Bebriitung bei 37° wurden die Organismen geerntet. 
wiederholt mit 0,85° iger NaCl-Lésung gewaschen und zentrifugiert, 
dann zur Verarmung an zelleigenen Brennstoffen in Suspension 
16 Stunden mit PreBluft durchliiftet und erneut zentrifugiert. In 
Verlauf dreier Tage wurden die soweit als méglich im Eisschrank auf- 
bewahrten Suspensionen zu den Versuchen verwendet. 

Nachstehende Tabelle I enthiilt wissenswerte Einzelheiten  iibe: 
das Bacterienmaterial. 





Tabelle I. 
Bacterien- 
Trocken- 
Bebriitungs- gewicht Siiure- 
dauer pro Kultur-  fostigkeit 
gefib * 
mg 


Bacterienart Niahrboden 


Sarc. lutea Bouillonagar . 48 Std. 40 
) ae | 78 

B. pyocyaneum ...... 48 64 

V. alcaligenes 24 | 46 

Bac. megatherium .... 24 =, 47 

Coryneb. pseudodiph- 

theriticum 

Act. chromogenes 

Myc. rubrum 

Myc. phlei 

Myc. smegmatis 5 | 230 

Myc. lacticola » Ae > eae | 150 

Myc. tuberculosis .... Bouillon | 16—32 Tage | 150—300 


* N&hrbodenoberfliiche etwa 40 qem. 


26 
50 
37 
180 


+ Glycerin 





Im Falle des T'uberkelbacillus konnten wir den von anderen Autore! 
(Loebel, Shorr und Richardson, Cutinelli, 1. c., 8. 313/14) bereits fest- 
gestellten Einflu8 des Alters der Kultur auf die Aktivitat bestatigen: 
32 Tage lang bebriitete Kulturen wiesen bestenfalls 1/, der oxydations- 
katalytischen Wirksamkeit 16 Tage alter Kulturen auf. Auch die in 
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Kisschrank aufbewahrten Suspensionen verlieren innerhalb zweier Tage 
merklich an Aktivitat. 

Im iibrigen ist die Stabilitiit der Suspensionen von Art zu Art 
recht verschieden. So verlor Bac. megatherium gegen Bernsteinsiiure 
schon nach 2 Tagen !/, bis 1, seiner Aktivitiit (ohne daB die an sich 
nicht erhebliche Sporenbildung wesentlich zugenommen hiitte), B. coli 
veyen dasselbe Substrat nach 60 Tagen erst 1/4. 

Die Angaben iiber Sdurefestigheit in der letzten Spalte von Tabelle | 
beziehen sich auf die nach Zichl-Neelsen vorgenommene Fiirbung der 
Mvkobacterien und einiger anderer Actinomycetales!. Stark siurefest. 
d.h. bestandig gegen H Cl-Alkohol, erwies sich die Fiirbung nur beim 
Tuberkel-, Smegma- und Butterbacillus, waihrend die Fiarbung der 
iibrigen Organismen nur gegen HCl ohne Alkohol (relativ) resistent war?. 


2. Substrate. 

Zur Priifung auf Verwertbarkeit im Atmungsversuch gelangten in 

den Serienuntersuchungen folgende Sul-strate® (die Siiuren nach Neutra- 
hisierung mit NaOH): 

; 


Monocarbonsduren . 








a) Gesdttigt: b) Ungesdattigt : 


Ameisensaure (J), Acrylsiure (FL), 
Essigsiure (1), Crotonsiure (Sch), 
Propionsaure (./), Sorbinsaure (Sch). 
Buttersaure (XK), Olsiure (K), 
Capronsiure (A), Linolsaure, 
Caprylsiure (V), Linolensaure. 


Caprinsiure (Sch), 
Laurinsaure (Sch), 
Myristinsiure (Sch), 
Palmitinsiure (7), 
Stearinsiure (A). 


2. Dicarbonsduren. 
Bernsteinsiure (A), Adipinsaure, 
Fumarsaure (KX), Korksaure (4), 


Glutarsiure (K), Sebacinsaure (¥). 





1 Unter Actinomycetales, spiter meist abgekiirzt Actinomyceten, werden 
hier nach Lehmann-Neumann die drei Genera Corynebacterium, Mycobacterium 
und Actinomyces zusammengefaBt, die den Ubergang von den Spaltpilzen 
(Schizomyceten) zu den héheren Pilzen (Hyphomyceten) bilden. 2 Zu 
Methodik vgl. Lehmann-Neumann, Bakteriol. Diagnostik (Miinchen 1926 27). 
— % Pie den Substratnamen in Klammern beigefiigten Buchstaben bezeichnen 
die Herkunft der Praparate, bei denen es sich durchweg um reinste Handelsware 
handelte (K = Schering-Kahlbaum, M — Merck, Sch = Schuchardt, FL — Frin- 
kel u. Landau, H = Heyl, HLR = Hoffmann-La Roche); unbezeichnete Pra- 
parate haben wir selbst hergestellt oder unter Aufsicht in der organischen Ab- 
teilung des Chemischen Universitiitslaboratoriums Miinchen herstellen lassen. 
Biochemische Zeitschrift Band 316, 91 
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3. Oxysduren. 
Milechsaure, rac. (K), Apfelsiure, rac. (21), 
/-Oxypropionsiure, «-Oxyglutarsiure, rac., 
x-Oxybuttersiure, rac., Citronensdure (K). 
/-Oxybuttersaiure, rac., 
4. Ketosduren. 
Brenztraubensaure (4), a-Ketoglutarsaiure. 
Oxalessigsiure, 
5. Zuckeralkohole. 
Glykol, Mannit (J), 
Glycerin (XK), Sorbit (1). 
Dulcit (K), 
6. Zucker. 
Arabinose (Sch), Saccharose (), 
Xylose (Sch), Maltose (/), 
Glucose (M), Lactose (M), 
Fructose (1), Raffinose (M). 
Mannose (), 
Galaktose (1), 
. LZuckerabkémmlinge. 
Gluconsiure (XK), /-Glycerinphosphat (FL), 
Hexosediphosphat (FL), Glycerinsiurephosphat. 
a-Glycerinphosphat (4M), 
8. Aminosduren. 

Glykokoll (XK), Asparaginsiure (Sch), 
Alanin, rac. (./), Glutaminsaiure (M), 
Serin, rac., Lysin (Sch), 
Valin (Sch), Arginin (Sch), 
Leucin, rac. (XK), Histidin (Af), 
Methionin, rac. (Sch), Tryptophan, 
Cystein (K), Tyrosin (M), 

Prolin, rac. (Sch). 


9. Amine. 
Histamin (HLR), Putrescin (HDR). 


Bei einigen spezielleren Versuchen wurden auBerdem verwendet 
Zu 1b: a, ?-Olsiure, Chaulmoograsiure (H). 
Zu 3: a-Oxystearinsiure, rac., P-Oxystearinsaure, rac. 

Bei optisch-aktiven Verbindungen kam, von den mit rac. bezeichnete1 
Fallen abgesehen, stets die natiirlich vorkommende Komponente zum Hinsatz 

Die Substrate wurden durchweg in Form von m/10 Lésungen, die 
im unten gegebenen Normalansatz fiinffach verdiinnt wurden, verwendet 

Infolge mangelnder Léslichkeit zeigte sich Suspensionsbildung 
(annihernd in der Reihenfolge steigenden Triibungsgrades angegebe! 
bei den Na-Salzen yon Olsiure, Laurinsiure, Myristinsiiure, Palmitin 
siiure, a, B-Olsiure, «- und #-Oxystearinsiure und Stearinsiiure, ferne! 


hei Tyrosin, 





Zum Stoffwechse] der saurefesten Bacterien. I. 


3. Versuchstechnik. 

Die manometrischen Messungen der O,-Aufnahme erfolgten in 
Warburg-GefiBen (mit KOH im Mitteleinsatz) bei 37,59 unter Luft. 
Der Normalansatz war 

l1ccm Bacteriensuspension, 1°,ig (= 10 mg Trockengewicht), 
3cem m/15 Phosphatpuffer, py 7. 
leem m/10 Substratlésung. 

Ablesungen wurden wiihrend eines Zeitraums von 2 bis 3 Stunden 
vorgenommen. Da innerhalb dieses Zeitraums fast durchweg anniihernde 
Proportionalitét zwischen Umsatz und Zeit bestand, wird in den 
folgenden graphischen Darstellungen zur Gewinnung eines Uberblicks 
stets nur die ,,AtmungsgréBe‘ 
cmm 0, 

Qo, = = ; 
2 mg Bact. x Std. 

in Gegenwart der verschiedenen Substrate aufgezeichnet, dazu noch 

durch gestrichelte Linien der Wert go, der Leer- oder Eigenatmung 

der Organismen (ohne Substratzusatz). 

Leer- und Substratatmung (unter Verwendung eines gut ver- 
atembaren Substrats wie Milch-, Bernstein- oder Stearinsiure) wurden 
wihrend der 2 bis 3 Versuchstage tiiglich zweimal kontrolliert. In den 
seltenen Fallen stirkeren Absinkens der Aktivitaét wurden die rest- 
lichen Substrate mit neugeziichtetem Bacterienmaterial durchgepriift. 

x in den Abbildungen bedeutet, daB der Versuch mit dem be- 
treffenden Substrat ausgefallen ist. 


€. Ergebnisse. 
1. Atmunsgversuche an Nichtsdurefesten. 

Zuniichst sollen als Vergleichsbasis fiir die Charakterisierung der 
Mykobacterien die UmsatzgréBen einiger nichtsiurefester echter Spalt- 
pilze (Schizomyceten) gezeigt werden (Abb. 1). 

a) B. pyocyaneum erweist sich als typisch ,,omnivorer“ Organismus 
von hohem ,,Oxydationsintegral“1, wobei indes hinsichtlich der Haupt- 
metabolitgruppen eine deutliche Bevorzugung der Fett- und Amino- 
siuren gegeniiber der Zuckergruppe (,,Lipo- und Proteophilie“) zu 
erkennen ist (Abb. la). ‘ 


Im einzelnen ist als charakteristisch die Oxydation aller Fettsiuren von 
C, bis Cy, zu nennen; die quantitative Benachteiligung der mittleren Fettsauren 
(etwa Cy) bis C,,) ist nicht grundsatzlicher Art und verschwindet bei niedrigerer 


1 Ein Ma8 fiir dieses ,,Oxydationsintegral“ ist die von den Stapeln der 
Qo,-Werte, z. B. einer Substratgruppe, begrenzte Gesamtflache. Das ,,Oxy- 
dationsvermégen“ soll sich dagegen auf Einzelsubstrate .beziehen; es kann 
u. U. hoch sein auch bei niedrigem Oxydationsintegral der Gruppe. 

21* 
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Substratkonzentration (vgl. Franke und Peris, l.c. 8.315 und Tabelle | 1), verd 
Wesentlich ist ferner das nur unbedeutende Absinken der Oxydationsgesch wind iv. der | 
keit in der Reihe Stearin-, Ol-, Linol- und Linolensaure. 
. $ 4 é a. é. nact 
Substrate Back pyocycneum =~—— Bact. coli Vibr. alkaligenes Bac. megateriom Sorc. tatea 
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Abb. 1. Atmungsg:6Ben Qo F verschiedener Nichtsiurefester. 

: ; ee der 

In die Augen fallend, wenn auch weniger typisch, ist noch der betrachtliche 

Umsatz der C,-Dicarbonsiuren (Bernstein-, Fumar*, Apfel- und Oxalessiy : 

siure) und der dem anaeroben Zuckerabbau nahestehenden (,,glykolytischen *) dati 
C,-Sauren (Milch- und Brenztraubensaure). In der Zuckergruppe fallt der ziemlicl 
selektive Angriff der Glucose und der Gluconsaure auf. DaB Pseudomonasarten 
Glucose aerob tiber Gluconsaiure abzubauen vermégen, ist neuerdings praparativ 
von verschiedenen Seiten gezeigt worden |, 2, 83, Unter den N-haltigen Substraten 


hins 


' W.W. Perwoswanski u. Iwaschkewitsch, Mikrobiologia (russ.) 8, 149, 
663, 1939. ° L. B. Lockwood, B. Tabenkin u. G. E. Ward, J. Bacteriol. 42. 
51, 1941. — * H. Knobloch u. H. Tietze, Biochem. J. 309, 399, 1941. 
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verdient der intensive Umsatz der Amine (Histamin, Putrescin) Erwahnung, 
der keineswegs bei allen proteophilen Bacterien beobachtet wird (vgl. B. coli) 1,2. 

Es erhebt sich natiirlich die Frage, ob der bei B. pyocyaneum 
nachgewiesene Abbaumodus bei verwandten Bacterien, hier im be- 
sonderen bei der durch endstiindige BegeiBelung (neben hiufiger Farb- 
stoffbildung) charakterisierten Pscadomonas-Gattung, wiederkehrt. Wir 
haben dieses schon in der zitierten Mitteilung von Franke und Peris 
gestreifte Problem einer chemischen Bacteriensystematik in der vor- 
liegenden Arbeit, um das Material nicht allzusehr anschwellen zu 
lassen, nicht eingehender verfolgt. Wir glauben aber auf Grund der 
friiheren Versuchsergebnisse itiber den Abbau organischer Siiuren durch 
verschiedene Bacterien, dal} diese Frage im wesentlichen zu bejahen 
sein wird 8, 

Tabelle If bringt einen Auszug aus der genannten Arbeit. Der 
Ansatz deg Versuche entsprach dem Normalansatz der S. 319 mit auf 
1/, reduzierter Substratkonzentration. 


Tabelle II. AtmungsgréBen Qo, verschiedener Pseudomonas-Ar 
mit organischen Sauren. 





Substrate Substrate 


B. pyocyaneum 
| B. fluorescens 
liquefaciens 
B. pyocyaneum 
B. syneyaneum 
B., fluorescens 
liquefaciens 


|| B. syncyaneum 


_ 12 | 16 Bernsteinsaure 


; a a ’ Fumarsaure 
Ameisensaure 24 |.27 | 3 . - 


Essigsaure 43 68 Glykolsaure 

Propionséure 34 | 39 Milchsaure 

Buttersiure 40 24 £-Oxypropionsaure .. 
Capronsaure 61 51 ‘ a-Oxybuttersaure 
Caprinsaure 53 41 B-Oxybuttersaure ... 
Stearinséure 55 44 46] Apfelsdure 32 


Acrylsaure 2 19 49) Citronensdure 


Crotons&ure 32 20. 30 Brenztraubensaure .. 48 
Olsiure 49 41 46 





Trotz der zum Teil nicht unerheblichen individuellen Unterschiede 
der drei Pseudomonasarten zeigt sich doch viel Gemeinsames sowohl 
hinsichtlich des ,,Oxydationsintegrals** als auch hinsichtlich des Oxy- 
dationsvermégens gegeniiber Einzelsubstraten, was allerdings erst beim 


! Vgl. auch EZ. Werle, diese Zeitschr. 309, 61, 1941. — # Vgl. E. F. Gale, 
Biochem. J. 36, 64, 1942. — *% Voraussetzung ist dabei die Verwendung des 
stets gleichen, am _ besten natiirlichen Nahrbodens (mit vielen C- und 
N-Quellen), damit spezifische Gewéhnungserscheinungen, die das Bild weit- 
gehend modifizieren kénnen (vgl. z. B. M. Deffner u? W. Franke, Liebigs Ann. 
541, 85, 1939), mdglichst ausgeschaltet bleiben. 
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Vergleich mit den folgenden Bacteriengruppen hervortreten wird. |, 
vollig sicher zu gehen, miiBte man freilich auch noch andere Subst rat. 
klassen (Zucker, Aminosiiuren) zum Vergleich heranziehen, was 
spiiterer Gelegenheit einmal geschehen soll. 

b) B. colt vertritt einen bevorzugt ,,glykophilen“ Typ von stiirkere: 
Selektivitaét im Fett- und Aminosiureangriff (Abb. 1b). 

Dies zeigt sich vor allem im geringen Oxydationsvermégen geven. 
iiber den Gliedern der Fettsiiurereihe von Cy bis Cj, das auch |e; 
verminderter Substratkonzentration nicht wesentlich ansteigt (vy 
Tabelle I11). Ahnlich wie bei B. pyocyanewm ist jedoch auch hier je 
den C,g-Siéuren der Einflu8 von Doppelbindungen nur gering. 

Infolge der stirkeren Selektivitit itiberragend erscheint der atmunys. 
steigernde Einflu8 der (C,-Dicarbonsiiuren, der ,,glykolytischen 
C3-Carbonsiiuren und einiger Aminosiuren, der den — allerdings weit 
generelleren -- der Zucker und zuckerverwandten Stoffe sogar nocli 
iibertrifft. 

DaB auch hier nicht ein Individualstoffwechsel, sondern ein Stoff- 
wechseltyp vorliegt, zeigt Tabelle III, wiederum nach Daten von Franky 
und Peris analog Tabelle II erhalten. 


Tabelle III. AtmungsgréBen Qo, von Vertretern der Coli-Aerogenes.- 





und der Proteus-Gruppe mit organischen Sauren. 


Tt 
} 


Substrate Substrate 


B. lactis 


i aerogenes 
B. lactis 
aerogenes 
(Proteus) 


B. vulgare 


B. vulgare 
i (Proteus) 


i 


oO 
o 


— | 10 


Ameisensaéure ........ } 26 | 24 | 
Essigsiure ........... 60 56 Glykolsaure 
Propionsaure #18; 56 Milchsaure 
Buttersaure pa 6. | B-Oxypropionsiure .. 
Capronsaure 17 | 15 | a-Oxybutterséure ... 
Caprinsaure | 20 | 18 | B-Oxybuttersiure ... 
Stearinsiiure ......... | 29 | 22 Apfelsaure 

101 6 Citronenséure 


Bernsteinsaure 
Fumarsaure 


S' 00 
i oe 


Acrylsaiure 
Crotonsaure '10 | 10 | Brenztraubensaure .. 


Olsaure . i 10 | 18 | 16° 





Die nahe Verwandtschaft zwischen B. coli und B. lactis aerogenes 
(B. acidi lactict) ist lange bekannt, der Hauptunterschied liegt in der 
peritrichen BegeiBelung von B. coli, die B. lactis aerogenes fehlt. Weniger 


selbstverstiindlich ist, daB auch der gleichfalls peritrich begeiBelte, aber 
auBerdem durch Gelatineverfliissigung ausgezeichnete Proteus sich hier 


scheinbar zwanglos einreiht. Die Méglichkeit, daB im Zucker- und 
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Aminosiureabbau gréBere Abweichungen vom Colityp auftreten, miiBte 
natiirlich erst noch gepriift werden!. 

ec) V.alcaligenes ist frither ebenfalls als naher Verwandter Yon 
J. colt angesehen worden und wird dies bisweilen noch heute. Dagegen 
haben Lehmann und Neumann (|. c. 8. 313) wohl zuerst die Ansicht 
vertreten, ,,daf dieser Organismus als Vibrio oder Spirillum bezeichnet 
werden muB und mit der Typhus-Coligruppe nichts zu tun hat‘. In 
der Tat weicht er auch im Stoffwechseltyp erheblich von B. coli ab 
(Abb. le), vor allem durch die fast véllige Indifferehz gegeniiber Zuckern 
(,,Glykophobie**). 

Das ganze Oxydationsniveau erscheint gegeniiber Coli betrachtlich 
gesenkt. Die ,,Fettsiureliicke’‘ ist zwar gegeniiber PB. coli auf das 
Gebiet zwischen Cg und C), verkiirzt, aber gleichzeitig bis zur Hemmung 
der Eigenatmung vertieft. Der Abfall von der Stearinsiure zur Olsure 
ist zwar nicht unerheblich, setzt sich aber bei Hiufung der Doppel- 
bindungen nicht weiter fort. 

d) Bac. megatherium reprisentiert einen von den bisher — be- 
sprochenen Umsatzformen weitgehend abweichenden Typ. Bei hoher 
Eigenatmung zeigt sich gutes Oxydationsintegral in der Zuckergruppe, 
mifiges in der Aminosiiuregruppe und Unvermégen zur Oxydation der 
Fettsiuren (,,Lipophobie), welch letztere zum groBen Teil sogar die 
Leeratmung hemmen bzw. unterdriicken (Abb. 1d). 

Dies gilt in besonders ausgepriigtem MaBe fiir die gesiittigten 
Glieder zwischen Cg und C,4 mit einem Hemmungsmaximum bei Co, 
sowie fiir alle ungesiittigten Siiuren, unter denen die praktisch voll- 
stindige Atmungshemmung durch die drei C,g-Siuren in erster Linie 
interessiert. Bei auf !/; reduzierter Substratkonzentration (vgl. Ta- 
belle 1V) werden die Hemmungseffekte zwar ebenfalls kleiner, Atmungs- 
steigerungen iiber die Kigenatmung hinaus treten aber nur andeutungs- 
weise auf. 

Bei der ausgesprochenen Selektivitiit des Organismus ist der gute 
Angriff der C,4-Dicarbonsiiuren, der Citronen- und «-Ketoglutarsiiure 
bemerkenswert: iiberraschend und bisher bei keinem anderen Bacterium 
beobachtet ist der minimale Umsatz der Milchsiure. 

Der Vergleich der Atmungsgré8en von Bac. megatherium mit den- 
jenigen anderer aerober Bacillen (Bac. mesentericus, Bac. subtilis) wird 
durch deren auBerordentlich hohe Leeratmungswerte erschwert; die 
Méglichkeit ist nicht auszuschlieBen, daB bei Zusatz geeigneter Sub- 
strate eine Zuriickdriingung der Eigenatmung erfolgt. Immerhin liBt 


1 Kinige von F’. Bernheim, M. L. C. Bernheim u. M. D. Webster (J. of biol. 
Chem. 110, 165, 1935) mit Aminosiuren ausgefiihrte Versuche machten dies 
sogar wahrscheinlich. 
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Tabelle IV. AtmungsgréBen Qo, verschiedener Bacillen 
mit organischen Sauren. 





Substrate Substrate 


B. mega 
therium 
B. mesen- 
tericus 
B. subtilis 
B. mega- 
therium 
B. mesen- 
tericus 


me 40 Bernsteinsaure 


Ameisensaure 2 62 Fumarsiure 


Essigsiure .......... 50 | 5i Glykolsaiure 
Propionsdure 56 Milchsaure 
Buttersaure +4 B-Oxypropionsaure .. 
Capronsiure 45 | 5 «-Oxybuttersiure 
Caprinsaure 8 B-Oxybutterséure 
Stearinsaure 18 | i Apfelsaiure 


Acrylséure ........... 44 48 Oitronenshiure 


Crotonsaiure 17 | 40 Brenztraubensaure .. 
Olsaure 8 





Tabelle LV (nach Daten von Franke und Peris, 1. c.) die iiberaus nahe 
Verwandtschaft zwischen Kartoffel- und Heubacillus einwandfrei er- 
kennen. Die Stoffwechselverwandtschaft dieser beiden mit Bac. mega- 
therium ist jedoch, wenn man von den Dicarbonsiuren, Citronen- und 
Milchsiiure absieht, gleichfalls unverkennbar. 

Sie bezieht sich einerseits auf den geringen bzw. fehlenden Umsatz 
der niederen, andererseits die Hemmungswirkung der mittleren und 
héheren, insbesondere der héheren ungesdttigien Fettsiiuren, schlieBlich 
auf die hohe Eigenatmung, die wohl fiir das ganze aerobe Genus typisch 
sein diirfte. 

e) S. lutea ist eine der stoffwechselaktivsten Arten aus der Familie 
der Coccaceen; andere Sarcinen (z. B. 8. awrantiaca) und Mikrokokken 
(z. B. M. aureus, M. candicans) weisen noch erheblich geringere Umsiitze 
auf (vgl. Tabelle V, nach Franke und Peris, 1. c.). Doch sind auch die 
oxydativen Fihigkeiten von S. lutea, verglichen mit den bisher be- 
sprochenen Organismen, ziemlich gering, sowohl was das Oxydations- 
integral als auch das Oxydationsvermégen gegeniiber den sonst am 
leichtesten umgesetzten Substraten (Essigsiiure, C,-Dicarbonsiiuren, 
glykolytische Cs-Carbonsiiuren, Glucose, Alanin, Glutaminsiiure) «n- 
betrifft. Im allgemeinen ist die Tendenz zum Fett- und Aminosiiure- 
umsatz noch stirker entwickelt als die zum Zuckerabbau (Abb. |e). 

In ausgeprigter Form zeigt sich bei der tiblichen Substratkonzentra- 
tion wieder die ,,Fettsiureliicke‘‘ zwischen Cy) und Cj4, desgleichen 
der starke Abfall der Qo,-Werte bis zur Atmungshemmung in der Reile 
Stearinsiiure—Linolensiure. Bei der sonstigen geringen Aktivitit des 
Organismus selbst gegeniiber Bernsteinsiure ist die deutliche Oxydation 
der héheren Dicarbonsiiuren (Cy bis C,9)'immerhin bemerkenswert. 
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niveau der Kokken Gesagte. 


Am Ende dieses Abschnitts sei noch auf die bemerkenswerte Tat- 
sache hingewiesen, daB die Hemmungswirkung der mittleren gesiittigten 
und der héheren ungesiittigten Fettsiiuren sich in ausgesprochener 
Form nur bei den grampositiven Arten (Bacillen, Kokken) feststellen 
14Bt1, ein Befund, der im folgenden noch auf die durchweg grampositiven 
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Actinomyceten auszudehnen sein wird. 


Nach Schumacher? hat die Gramfirbung sicher mit dem Lipoid- 
gehalt der Bacterienzelle zu tun, und zwar soll es sich um ein Lipoid, 
das chemisch an das Eiweif der Zelle gebunden ist, handeln. Durch 
Aufspaltung und Extraktion mit HCl-Alkohol kann es isoliert und 


dann die Gramfirbung daran vorgenommen werden. 


i 





Tabelle V. AtmungsgréBen Qo, verschiedener Coccaceen 
mit organischen Sauren. 
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Tabelle V belegt das oben iiber das allgemein niedrige Stoffweehsel- 





3 g3i ss 
Substrate . |8e|ss 
£ S258 
a an] ~ g 
- 6 66 
Ameisenséure ........ 8; 6 
Essigsaure ........... 33} 11! 16 
Propionséure ........ a Ge ie a 
Butterséure ......... Oo 6 | 4 
Capronsiure ......... 2 Oe ela oe Wat 
Caprinsiure.......... 24:56 65 
Stearinsiure ......... 119; GO! 9 
Acrylséure........... (2a Bie 
Crotonsiure.......... ¥i1; 8: 8 
WR 55 hese hws 71 Sick 





Substrate 


Bernsteinséure ...... 
Fumarsaure ........ 


6-Oxypropionsaure .. 
a«-Oxybuttersiure 

B-Oxybutterséure ... 
Apfelsiure.......... 
Citronenséure ....... 


Brenztraubensaure .. 


2. Atmungsversuche an Sdurefesten. 


Sarc. lutea 


Microe. 
aureus 


9 
20 


b 


13 


17 
6 
16 


Mieroc. 
candicans 


no 
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Nachdem im vorausgehenden die grundsiitzlichen Méglichkeiten 


und Grenzen einer Stoffwechselsystematik der Bacterien abgetastet 


worden sind, soll nunmehr unter den dabei gewonnenen Gesichtspunkten 


das Stoffwechselverhalten einer 


iruppe von Mykobacterien, erginzt 


durch je eine Corynebacterium- und Actinomyces-Art, analysiert werden. 


a) Mykobacterien. Die Stiibe a bis e der Abb. 2 geben eine Atmungs- 
charakteristik der Mykobacterien, geordnet in der Reihenfolge zu- 


Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 83, 506, 


266, 1924. 


1 Vgl. auch H. G. Dresel, Centralbl. f. Bakt. I, 97, 178, 1926; H. O. Hettche, 
1934. — 2 Centralbl.f. Bakt. I, 93, 


ICHIGAN LIBRARIES 





fal 
4 


PRECIO 
VENOM OF hv 


U 


ix 










326 W. Franke u. A. Schillinger: 


nehmender Saurefestigkeit. Ersichtlich zeigt die Substratatmung ei:e 
Tendenz, in annihernd der gleichen Reihenfolge abzunehmen. Dic 
Spanne zwischen den beiden Endgliedern ist in dieser Hinsicht rec|it 
erheblich; doch kann Mycob. rubrum infolge seiner sehr geringen Siure- 
festigkeit kaum als typisches Mykobacterium gelten. Innerhalb < 
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Abb. 2. AtmungsgréBen 20, verschiedener Siurefester und Verwandter. 


Restgruppe sind die Unterschiede dann nicht mehr sehr groB. Fiir die 
typischen Mykobacterien scheint ein niedriges Oxydationsintegral, 
iihnlich dem der Coccaceen, charakteristisch zu sein. Dabei-zeigt sich 
ausgesprochene Lipophilie und, soweit gepriift, maBige Proteophilic. 
wiihrend der Kohlenhydratumsatz stirker zuriicktritt. 





fo 


a 


~-_ oD 







Zum Stoffwechsel der siurefesten Bacterien. I. 327 






Mit dieser Lipophilie im Einklang steht die seit lingerer Zeit 
bekannte Oxydation von Paraffinen durch Mykobacterien und einige 
Actinomyceten!, deren praparative Untersuchung interessante Ergeb- 






nisse versprechen diirfte. 





Auch in bezug auf ihre spezifischen (Qxydationsleistungen stehen q 
die Mykobacterien einem Organismus wie S. lutea qualitativ am 
nichsten. Mit groBer Konstanz findet sich die Liicke im Fettsdéure- 
angriff zwischen Cy) und C,,, die sich hiufig sogar in weitgehender 
Unterdriickung der Eigenatmung duBert. Dasselbe gilt fiir die un- 
gesittigten C,g-Siiuren, in deutlicher Abhingigkeit von der Zahl der 
Doppelbindungen. em 





mm oneNeS 








Lage, Breite und Tiefe der ,,Fettsiureliicke’’ wird zum Teil durch BJ 
die Substratkonzentration bestimmt. So hat Cutinelli (l.e¢. S. 314) aks 
bei einem humanen Stamm des Tuberkelbacillus und mit einer gegeniiber sO: 
der unsrigen auf 1!/;, reduzierten Substratkonzentration (m/500) / Ba 
folgende Atmungssteigerungen beobachtet (pu 7,2): 5 — 

=e 















Caprinsdure .......... 250°, Palmitinséure ........ 120° 
Laurinsdure .......... 41% Stearinséure ......... 185%, C5 
Myristinsiure ........ 11% Ols’ure® ........:.... 
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Caprinsiure bedingt unter diesen Konzentrationsbedingungen im 

- a 

Gegensatz zu unseren Versuchen also noch eine starke Atmungserhéhung. ai 

Die quantitativen Verhaltnisse komplizieren sich fiir einen Vergleich ra 

: ; : ‘ ei , eis © 
allerdings dadurch, daB einerseits, wie friiher (Franke und Peris, 1. c.) E 

schon gezeigt wurde, fiir mittlere Fettsiuren (z. B. Caprylsiure) ein c 

ausgesprochenes Konzentrationsoptimum der Oxydationsgeschwindig- | Pe 
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keit besteht. andererseits oberhalb einer gewissen Grenzkonzentration a 
die Salze der héheren Fettsiiuren nicht mehr vollstiindig in Lésung ‘ 
sind. AuBerdem war friither schon gezeigt worden, daB mit sinkendem py 
die Hemmungswirkung mittlerer Fettsiuren stark zunimmt. 








An Myce. lacficola haben wir das Verhalten einiger weiterer un- : 
gesittigter und substituierter C,,-Saéuren im Normalansatz gepriift 
(Tabelle VI). * 

Die Daten der Tabelle VI lassen zugleich die Méglichkeit einer 
B-Oxydation der Stearinsiiure erkennen. Im Gegensatz zur gewéhn- 








1 N. L. Séhngen, Centralbl. f. Bakt. I], 37, 595, 1913; F. B. Haag, Arch. 
f. Hyg. 97, 28, 1926; vgl. auch J. Tausz u. P. Donath, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
190, 141, 1930. — 2 Loebel, Shorr u. Richardson (1. c. 8.313) finden bei einer 
Konzentration von m/333 fiir Palmitin-, Stearin- und Olsiure annahernd gleiche 
— wenigstens doppelte — Atmungssteigerung, was uns um so unverstandlicher 
erscheint, als auch sie andererseits den Verlust der Eigenatmung bei Inku- 
bation gerade mit Olsiure angeben. 
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Tabelle VI. 





Substrat Q Oo Substrat 


2 

19 
Stearinsaure 44 
a-Oxystearinsdure @ 33 Chaulmoograsaure .. 
B-Oxystearinséure ...... 39 


lichen Olsiiure verhilt sich «, f-Olsiure genau wie Stearinsiiure,wihrend 
die aus der Lepratherapie bekannte Chaulmoograsiure 


CH —CH 
CH(CH,),,- COOH 


CH,—CH, 


etwas weniger stark als Olsiiure hemmt. Die Hemmungseffekte scheinen 
iibrigens trreversibler Natur zu sein. 

So vermochte z. B. Myc. lacticola, das 2 Stunden lang unter den 
iiblichen Konzentrations- und py-Bedingungen mit Caprin-, Laurin- 
oder Linolensiiure inkubiert worden war, selbst nach wiederholtem 
Waschen und Zentrifugieren Milchsiure nicht mehr zu oxydieren. 
Dieselben Ergebnisse wurden auch bei S. lutea erhalten. Es ist noch zu 
erwihnen, daB bei den Atmungsversuchen mit stark hemmenden 
gesiittigten oder ungesiittigten Fettsiiuren stets starke Schaumbildung 
und Tribung zu beobachten war. 


Dem guten Angriff der niederen Fettséuren bis Cg (eventuell Cs) 
entspricht eine zum Teil merkwiirdig intensive Oxydation der ent- 
sprechenden wngesdttigten Siiuren wie Croton- und Sorbinsiiure, die 
friiher nur bei S. lutea deutlicher hervorgetreten war. Der dort schon 
erwihnte, sonst seltene Umsatz der héheren Dicarbonsdéuren kehrt bei 
den Mykobacterien, allerdings etwas unregelmiBig, wieder. 


Auffallend verhialt sich Mycob. rubrum, das bei fehlender Fahigkeit 
zum Angriff der Bernsteinsiiure das Cg- und Co-Homologe spielend 
umsetzt. Die von Cutinelli angeschnittene Frage einer -Oxydation 
der Fettsiiuren durch Siiurefeste bedarf — nicht zuletzt im Hinblick 
auf die friiher erwihnte Paraffinoxydation — eingehenderer Priifung. 
die im Falle des Mycob. rubrum auf besonders giinstige priparative 
Voraussetzungen stoBen wiirde. 


Der Abbau der C,-Dicarbonsduren ist in quantitativer Hinsiv\\' 
stiirkeren Schwankungen von Art zu Art unterworfen als derjenige der 
glykolytischen C;-Monocarbonséuren, ein Befund, der allerdings |i 
anderen Bacteriengruppen wiederkehrt (vgl. z.B. Tabellen II, |V 
und V). Sonstige GesetzmiBigkeiten sind im Bereiche der Carbon- 
siuren ebensowenig zu entdecken wie in dem der Aminosduren, die 








rend 


nen 


den 
Tin- 
tem 
ren. 
1 ZU 
den 


ung 


Cg) 
nt- 
die 


10n 


hei 














Zum Stoffwechsel der saurefesten Bacterien. I. 329 


nach den wenig charakteristischen Ergebnissen bei den Nichtsiure- 
festen — allerdings nur in drei Fallen systematisch gepriift wurden!. 

Wenig Typisches — vom niedrigen Oxydationsintegral abgesehen — 
weist auch der Umsatz der Zucker und zuckerdhnlichen Stoffe auf. Vor 
allem kommt dem Glycerin im Atmungsversuch nicht jene Sonder- 
stellung 7u, die man auf Grund der Angaben iiber seine Eigenschaft 
als C-Quelle und die darauf gegriindete Nihrbodenpraxis hiitte an- 
nehmen kénnen; andere Stoffe, wie Sorbit, Glucose, Fructose, Saccha- 
rose, bedingen oft gréBenordnungsmabig ahnliche Atmungssteigerungen 
wie Glycerin. Offenbar spielt dieses eine Hauptrolle als Baustein der 
Fettsynthese, nicht als energieliefernder Metabolit des Abbaus. 

b) Corynebacterium und Actinomyces. Die anhangsweise (Abb. 2f 
und 2g) gepriiften Vertreter dieser beiden Gattungen, welche zweifel- 
hafte bzw. sehr schwache Siurefestigkeit aufweisen (vgl. hierzu Lehmann- 
Neumann, |. c. 8.317), verhalten sich hinsichtlich des Umsatztyps 
recht aihnlich wie das gleichfalls nur schwach siiurefeste M ycob. rubrum. 
Bei lipophilem Grundcharakter und untergeordnetem Kohlenhydrat- 
umsatz kehren eine Reihe der bei den Mykobacterien erwihnten Einzel- 
heiten wieder: Hemmungswirkung der mittleren gesittigten und der 
héheren ungesiittigten Fettsiuren, guter Umsatz der niederen ge- 
siittigten und ungesiittigten Monocarbonsiiuren sowie der hdéheren 
Dicarbonsiiuren. Gegeniiber den stark siiurefesten Mykobacterien 
besteht natiirlich der Unterschied des gesteigerten allgemeinen Oxy- 
dationsniveaus. 

Das Ergebnis der Atmungsversuche an Siurefesten li Bt sich einst- 
weilen dahin zusammenfassen, daB ihr Stoffwechselverhalten weitgehend 
durch ihre Lipoid- oder Wachsmembran2, die ja auch der Grund ihrer 
Siurefestigkeit ist, diktiert wird. Soweit ahnliche Lipoidmembranen 
auch bei anderen Organismen vorkommen — worauf hiiufig schon ein 
hoher Carotinoidgehalt hinweist, wie z. B. bei Mikrokokken und Sar- 
cinen®, kann sich ihr Stoffwechsel dem der Mykobacterien nahern 
(vgl. S. lutea, Act. chromogenes, Coryneb. pseudodiphtheriticum). Die 
Haufung ,,hydrophiler“ polarer Gruppen in den Zuckern und Amino- 
siuren erschwert den Durchtritt durch die Wachsmembran und bedingt 


1 Die Aminosdurewerte in Stab e der Abb. 2 sind mit einer 32 Tage alten 
Kultur erhalten worden und konnten aus duBeren Griinden nicht mehr mit 
einer jiingeren wiederholt werden; sie stellen daher Minimalwerte im Vergleich 
zu den mit einer 16 Tage alten Kultur gewonnenen Daten an Carbonsiuren 
und Zuckern dar (vgl. 8. 316). — * Zur Chemie der Lipoide saurefester 
Bacterien vgl. R. J. Anderson, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe 3, 145, 1939; 
Chem. Rev. 29, 225, 1941. — #* Vgl. die Zusammenfassungen von F. Kogl, 
Handb. d. Pflanzenanalyse ITI, 1410, 1932; BE. Lederer, Bull. Soc. Chim. biol. 
20, 611, 1938. 
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die geringe Oxydationsgeschwindigkeit dieser Substratklassen.  \\\ 
steigender Saurefestigkeit bzw. Stirke der Lipoidmembran wird die 
Permeabilitit fiir Nahrstoffe (auch lipophile) immer geringer, was 
einerseits sehr langsames Wachstum, andererseits aber eine erheblicli¢ 


,,Hunger-“ und ,,py-Festigkeit‘‘ der Organismen mit sich bringt, wi: i 

dies Loebel, Shorr und Richardson (1. c.) fiir den Tuberkelbacillus nihe: . 

dargetan haben. ] 

Dagegen ist der Tuberkelbacillus als obligater Aerobier (und woli| 

auch die anderen Siiurefesten) sehr empfindlich gegen O.-Entzug, der } 

bi nach einigen Tagen bereits zum Absterben fiihrt. 


Die Lipoidmembran bedingt auch die besonderen Schwierigkeite: 
einer Chemotherapie der von Siurefesten hervorgerufenen Krankheiten 
Die neuerdings wiederholt festgestellte Wirkungslosigkeit der Sulfon- 
amide gegeniiber Tuberkulose2 kénnte wenigstens zum Teil durch die 
Permeabilitatsschranke ihre zwanglose Erkliirung finden. Andererseits 
ist indes auch zu beriicksichtigen, daB Wuchsstoffe im iiblichen Sinne 
(von der Art der p-Aminobenzoesiure oder Pantothensiiure) fiir Tuberkel- 
bacillen heute noch nicht bekannt sind 8. 





Der naheliegende Weg, lipophile Reste an Sulfonamide zu kniipfen, is: 
ee neuerdings wiederholt beschritten worden. So hat man beispielsweise die scit 
langem gegen Lepra angewandte Chaulmoograsdure und ihr nachstniederes 
Homologes, die Hydnocarpussdure, sowohl an N! wie an N‘* des Sulfanilamids 
H, N. 80, -< i NH, gekettet 14.4. Die therapeutischen Wirkungen be: 
Rattenlepra und Meerschweinchentuberkulose waren jedoch geringfiigig ode: 
fehlten ganz. Von anderer Seite ist versucht worden, das in Tuberkelbacillen 
vorkommende Pigment Phttiocol (3-Oxy-2-methyl-naphthochinon) an Sulfon- 
amide zu binden 5. 6; auch hier zeigten sich einstweilen nur Andeutungen eine: 
Wirkung gegeniiber Tuberkelbacillen. 


Jedenfalls erscheint beim heutigen Stand der Dinge die syste- 
matische Priifung langkettiger Fettséuren immer noch als die aussichts- 
reichste Methode zur Auffindung wirksamer Chemotherapeutica gegen 
die von Saurefesten hervorgerufenen Krankheiten. 


DaB hier noch durchaus Uberraschungen zu erwarten sind, zeigt 

: z. B. der Fall, daB in vitro Chaulmoograsiiure und Undecylsiiure gegen 
Tuberkelbacillen gut und anniihernd gleich wirksam sind, wihrend 

sich Dihydrochaulmoograsiiure und Undecylensiure als fiinfmal unwirk- 


1 Vgi. hierzu Th. Wagner-Jauregg, Chemie 55, 195, 1942. — ? Vgl. z. B 
G. Domagk-C. Hegler, Chemotherapie bakteriell. Infektionen, 8. 136. Leipzig 
1942. — * Th. Wagner-Jauregg, Zeitschr. f. Hyg. 124, 311, 1942. — 4 H. Arnold, 
E. Helmert, Th. Mébus, R. Prigge, H. Rauen u. Th. Wagner-Jauregg, Ber. a. 
Deutsch. chem. Ges. 75, 369, 1942. — 5 H. Willstddt, Svensk. kem. tidskr. 54. 
223, 1942. — ® HE. Askeléf, F. Paulsen u. O. Osterberg, ebenda 54, 236, 1942 
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sumer, aber wiederum untereinander gleich aktiv erwiesen!. Neuerdings 
wird auch fiir die Chaulmoograsiureanwendung bei Lepra die Bedeutung 
der Doppelbindung angezweifelt?. Als Vorarbeit auf diesem der Klirung 
bediirfenden Gebiet haben wir weitere Versuche iiber die atmungs- 
hemmende bzw. bactericide Wirkung noch nicht untersuchter Fett- 
siuren sowie iiber die Abhingigkeit dieser Wirkung von Gegenwart, 
Lage und Zahl der Doppelbindungen in Angriff genommen. Dabei 
werden auch Beziehungen zur Oberflichenspannung und anderen 
physikalischen Eigenschaften, zur Autoxydabilitat usw. zu priifen sein. 
Einer therapeutischen Verwendung der bisher untersuehten Fettsiiuren 
steht deren hdmolytische Wirkung entgegen (vgl. 7. B. Heitche, 1. e. 
8. 325). Die Frage, ob und inwieweit letztere der bactericiden parallel 
geht, bedarf gleichfalls noch der Untersuchung. 


Das Dazwischentreten des Permeabilitiitsfaktors bewirkt weiterhin 
aber auch, dab die von uns festgestellte Umsatzgeschwindigkeit zu- 
gesetzter Substrate nicht ohne weiteres einen SchluB erlaubt auf das 
ReaktionsausmaB der gleichen Substrate in der Zelle, ein Problem, 
das kiirzlich schon im Zusammenhang mit derh bacteriellen Essigsiure- 
abbau gestreift worden ist®. Um eine Vorstellung von der ,,Enzym- 
ausristung® eines siurefesten Organismus zu erhalten und zugleich 
die Méglichkeit einer Enzymisolierung aus Mykobacterien zu _priifen, 
haben wir daher die friiher von Franke und Banerjee+ an Nichtsiure- 
festen erprobten Verfahren des Einfrierens in fliissiger Luft und der 
Autolyse auf Myc. lacticola angewandt. 

Zur Gewinnung von Friersaft wurde die Bacterienausbeute aus 24 Kolle- 
Schalen, entsprechend 3,6 g Trockengewicht, fiinfmal in fliissiger Luft gefroren 
und wieder aufgetaut. Das zentrifugierte Material verfliissigte sich hierbei 
nicht, nahm aber breiige Konsistenz an. Nach mehrstiindigem Stehen des 
Friergutes mit 20 com m/15 Phosphatpuffer (py 7,5) und hochtourigem Zentri- 
fugieren (15000 Umdrehungen/Minute) wurde eine schwach opaleszierende, 
leicht gelbgefarbte Enzymlésung erhalten, die sich bei mikroskopischer Priifung 


als praktisch zellfrei erwies. Die Priifung auf Dehydrasewirksamkeit erfolgte 
nach der Thunberg-Methodik in folgendem Ansatz bei 37,5°: 


0,5 ccm Enzymlésung, 

0,5cem m/5 Phosphatpuffer (pq 7,5), 

1,0cem m/10 Substratlésung (neutral), 

1,5 com Codehydrase I-Liésung (1,5 mg vom Reinheitsgrad 0,3 ent- 
haltend), 

0,5cem Methylenblau 1: 5000 (etwa m/2000). 


1 R. Prigge, Klin. Wochenschr. 19, 100, 1940. 2 K. Burschkies, 
Zeitschr. f. Hyg. 124, 333, 1942. — * W. Franke u. H. Rudloff, diese Zeitschr. 
310, 207, 1942. — 4 Diese Zeitschr. 305, 57, 1940. 
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In Tabelle VII sind die mit verschiedenen Donatoren e 
haltenen Entfiirbungszeiten ¢ sowie die Dehydrierungsintensitiiten ./ 
[= 100 (1/t— 1/to), wobei t) sich auf den substratfreien Ansatz b: 
zieht] zusammengestellt. Die eingeklammerten Werte der letzte: 
Spalte gehéren zu einem zweiten Frierversuch, in dem eine Enzym- 


lésung mit hoher Eigenreduktion erhalten wurde, die sich auch nac! 
liingerer Dialyse noch als zehnmal gréBer erwies als im ersten Versuch 


Tabelle VII. 





: Substrat 


Substrat ‘ 
Min. Min. | 


Milchsaure 134/.{ 7,1 (6,1) Glutaminsaure 101 0,7 (1,5) 
Apfelsaure 45 1,9 (1,8) Sorbit 155 | 0,3 (1,4) 
Bernsteinsaure .. | 188 0,25 (0,1) Glucose ....... 266 0,1 (0,8) 
Ameisensaure... 113 0,6 (0,4) 353 





Zur Gewinnung von Autolysat wurden die Zentrifugierriickstiinde 
der Friersaftbereitung mit 40 cem m/15 Phosphatpuffer (py 7,5) versetzt 
und unter sterilen Bedingungen bei 37° eine Reihe von Tagen autolysiert. 
worauf hochtourig zentrifugiert wurde mit dem Resultat einer stark 
gelbgefiirbten, zihfliissigen, praktisch zellfreien Enzymlésung. Aktivi- 
titspriifung im Ansatz der Tabelle VII nach 6 (Tabelle VIIT) und 
10 Tagen. 

Tabelle VIII. 





Substrat . J Substrat 


Milchsaure 14,3 Glutaminsaure 74 
Apfelsaure...... 2,9 Sorbit ~ 0 
Bernsteinsaure . . ~0" 0,4 





Ameisensaure ... ~ 0 


Nach zehntigiger Autolyse war die Dehydraseaktivitait mit Aus- 
nahme der Lacticodehydrase durchweg weiter abgesunken. 


Tabellen VII und VIII lassen erkennen, da eine Isolierung von 
Dehydrasen auch aus siurefesten Organismen durchaus méglich ist. 
Soweit das bisher vorliegende sehr spiirliche Material an Nichtsiure- 
festen einen Vergleich erlaubt, hat man nicht den Eindruck, daB in 
qualitativer und quantitativer Hinsicht zwischen Mykobacterien und 





Zum Stoffwechsel der saurefesten Bacterien. I. 333 


dem Durchschnitt der tibrigen Bacterien ein wesentlicher Unterschied 
besteht (vgl. hierzu Franke und Banerjee, |. c.). 


Wie bei den Atmungsversuchen an intakten Bacterien die Zell- 
permeabilitiit, so bestimmt bei den Versuchen zur Isolierung von 
Dehydrasen deren ,,Léslichkeit** und Stabilitaét in Lésung das quanti- 
tative Bild. Es war schon friiher gezeigt worden, daB beispielsweise 
die Formicodehydrase in der ersteren, die Succinodehydrase in beiden 
Bemehungen der Lacticodehydrase unterlegen ist. Nur grofe Unter- 
schiede in der Zellkonzentration der einzelnen Dehydrasen kénnen so 
bei den Isolierungsversuchen erkannt werden. 


Es wird von Interesse sein, unter diesem Gesichtspunkt einmal 
auf die aus Bacterien bisher nicht freigelegten Dehydrasen der héheren 
Fettsiuren! in Friersiiften und Autolysaten insbesondere aus Siiure- 
festen zu priifen. Ein anderer wichtiger Programmpunkt ist die Unter- 
suchung der Einwirkung atmungshemmender Fettsiiuren auf isolierte 
Dehydrasesysteme. 

D. Zusammenfassung. 


1. In Atmungsversuchen nach der Warburg-Methodik wurde das 
Verhalten einer Anzahl siurefester Bacterien gegeniiber einer Standard- 
reihe meist zellvertrauter Substrate gepriift ; letztere umfaBte gesiittigte 
und ungesiittigte Mono- und Dicarbonsiuren, Oxy- und Ketosiuren, 


Zucker, Zuckeralkohole und andere Zuckerabkémmlinge, Aminosiuren 
und Amine. Zum Vergleich wurde eine Reihe Nichtsiiurefester in 
gleicher Weise untersucht und das Ergebnis der Versuchsreihen in 
Form der. Atmungsgré8en Qo, graphisch zur Darstellung gebracht. 


2. Es zeigt sich, daB hinsichtlich des Oxydationsvermégens der 
einzelnen Arten qualitativ und quantitativ sehr erhebliche Unterschiede 
bestehen. Nach der bevorzugten Veratmung einer Substratgruppe 
kann man von Lipophilie, Glykophilie oder Proteophilie sprechen. 
Nach der itiblichen Systematik nahe verwandte Arten zeigen zumeist 
auch ahnlichen Stoffwechseltyp, z. B. die Gattung Pseudomonas, die 
Coli-Aerogenesgruppe, die aeroben Bacillen. 


3. Die siurefesten Organismen, zumeist Mykobacterien, vertreten 
einen lipophilen Typ von meist miBigen bis geringen UmsatzgréBen. 
Die Atmungsaktivitét nimmt im allgemeinen mit zunehmender Siure- 
festigkeit ab und ist beim Tuberkelbacillus am geringsten. 

4. Charakteristische Stoffwechseleigentiimlichkeiten der Siure- 
festen sind die Atmungshemmung durch bestimmte Konzentrationen 


1 Vgl. F. P. Mazza u. A. Cimmino, Atti R. Accad. naz. Lincei 17, 1086, 
1933; 20, 113, 1934. 
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mittlerer gesittigter (Cjg bis Cj,4) und héherer ungesittigter Fettsauren 
in Abhingigkeit von der Zahl der Doppelbindungen, die gute Ver. 
atmung niederer (gesiittigter und ungesiittigter) und héherer gesiittigier 
Fettsiuren sowie héherer Dicarbonsiiuren. 

5. Das Verhalten der Siurefesten gegeniiber den verschiedenen 
Substratgruppen ist weitgehend durch die Permeabilitaét ihrer Lipoid. 
membran bedingt, die neben den Méglichkeiten der Substratverwertung 
auch diejenigen chemotherapeutischer Beeinflussung einengt. Die aus 
einem Mykobacterium durch Frieren in fliissiger Luft oder Autolyse 
erhaltenen zellfreien Dehydraselésungen unterscheiden sich in Aktivitiit 
und Zusammensetzung nicht wesentlich vom Durchschnitt der aus 
Nichtsiurefesten erhaltenen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir finanzielle Férderung 
dieser Untersuchung zu groBem Dank verpflichtet. 





